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Un collaborateur fidéle et dévoué de l'Institut Pasteur s’est 
éteint le 21 décembre 1944, Ch. Pérard, directeur des Services 
Sanitaires vétérinaires de Paris et du département de la Seine, 
Chef de laboratoire a4 |’Institut Pasteur. 

Né le 30 avril 1885, Ch. Pérard était sorti de l’Ecole vétérinaire 
d’Alfort en 1908 et, l’année suivante, il entrait dans la carriére 
des Services sanitaires vétérinaires dont il devait, au cours d’une 
ascension réguliére et ravide, connaitre peu 4 peu tous les éche- 
lons hiérarchiques. Mais si, pendant prés de trente-cing ans, il 
a donné a cetle administration préfectorale les preuves les plus 
tangibles de compétence et de qualités techniques, puisqu’elles lui 
valurent d’éire appelé en 1942 au poste supréme, il fut loin 
cependant 4’) absorber enti¢rement et exclusivement son activité. 

Dés le début de sa carriére, Ch. Pérard s’était senti attiré vers 
l’étude et la recherche. Ayant conquis 4 la Sorbonne une licence 
és sciences, il s’orienta bientdt vers l'Institut Pasteur et se fit 
attacher au Service de F. Mesnil, ot il devint plus tard chef du 
laboratoire de Protozoologie vétérinaire. I] avait compris toute la 
valeur que présente, pour la compréhension de la pathologie 
animale et 1a lutte contre les affections qu’il avait 4 charge de 
dépister et de combattre, une connaissance précise du monde des 
Protozoaires. Aussi, pendant prés d’une trentaine d’années, 
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compta-t-il parm les assidus de ce modeste pavillon de la rue 
Falguiére qui demeure’ & nos yeux, malgré ses apparences 
médiocres, un centre incomparable de formation auquel nous lent 
tant de souvenirs. Tous les aprés-midi, Ch. Pérard) venait régu- 
liérement s’y retremper dans V’atmosphére pastorienne, oubliant, 
dans la détente que lui procuraient Ja liberté et l’attrait de la 
recherche, ainsi que la fréquentation des différents travailleurs 
et les contacts de camaraderie, Vaustérité du labeur technique 
et les soucis professionnels. 

Dans le petit laboratoire attenant a celui de I’. Mesnil, au pre- 
mier étage, qu il partagea Jongtemps avec Ed. Chatton, il se livra . 
avec fruit a des travaux variés de parasilologie et surtout de pro- 
tozoologie. C’est la qu'il effectua, en particulier, ses intéressantes 
études sur les Coccidies et les Coccidioses du lapin, auxquelles 
il consacra nombre de publications qui firent objet d'une thése 
de Doctorat vélérinaire en 1935. Il y confirma expérimentalement 
existence, chez le lapin, de plusieurs infections coccidicnnes dis- 
tinctes, qui sont fréquemment associces et peuvent étre distinguées 
les unes des autres d’aprés la durée relative de Pévolution parasi- 
taire et de la segmentation des oocystes. I] étudia de prés Ja biologie 
des oocystes dans les différentes espéces et leur sensibilité aux 
actions physiques extérieures, ainsi qu’aux agents chimiques stéri- 
lisants. I montra que des carnivores, comme les chiens de chasse, 
par exemple, peuvent servir de véhicules éventuels aux oocystes, 
lorsque, aprés les avoir ingérés avec les organes du lapin, il les 
rejettent ensuite inaltérés au dehors. 

En dehors de ce remarquable ensemble sur les Coccidies, 
Ch. Pérard explora bien 4’autres domaines pathologiques. tantot 
seul, tantot avec des collaborateurs divers de l'Institut Pasteur. 
C’est ainsi, au’avec Ramon, il étudia la tuberculose cutanée des 
Bovidés ; avec Mesni] et Chatton la toxine des Sarcosporidies du 
pore ; avec moi-méme, la sensibililé relative des bovins et de 
divers animaux aux extraits d’Hypodermes. 

I] décrivit avée Ed. Chatton des Schizophytes du cmcum des 
cobayes et des Ciliés, parasites intestinaux du gondi, Avee J. Des- 

cazeaux, 1] reconnut a présence de larves d’ Habronemes dans les 
lésions de péribronchite nodulaire du cheval. 

I] aborda méme, non sans succes, le domaine des infections A 
Trypanosomides, Avec F, Mesnil et M. Leger, il étudia l’ infection 
des volailles par divers agents trypanosomiens. Quelque temps 
apres la mort de F. Mesnil, et en hommage a sa mémoire, il fit 
paraitre une étude expérimentale sur le curieux trypanosome 
des ruminants des Antilles, démontrant, en particulier, V’infection 
possible du cheval par cet agent pat thogene, aujourd’ hui répandu 
dans bien des régions de Amérique centrale, mais dont Vorigine 
premicre est vraisemblab Jement africaine. 


CHARLES (HENRY) PERARD 203 


Il s’était activement intéressé, il y a une dizaine d’années, au 
‘probleme difficile et complexe des Leishmanioses. [1 mit en évi- 
dence, avec S. Nicolau, chez le chien, les lésions produites par 
les leishmanies dans l’cil, les méninges, le systéme nerveux 
central et périphérique. Ces recherches délicates ont permis de 
mieux comprendre la symptomatologie nerveuse de certaines 
leishmanioses. Ayant eu, d’autre part, l’occasion d’étudier un 
chien fortement infecté par Ja redoutable Filaire du cceur, il attira 
Vattention sur le fait que les réactions sérologiques couramment 
appliquées pour le diagnostic des leishmanioses viscérales se 
trouvaient également positives dans le cas de |’infection filarienne ; 
il en résulte une cause d’erreur possible, d’autant plus a redouter 
que les deux affections peuvent étre répandues dans les mémes 
régions. 

Son passage au Secteur des Halles, a Paris, lui permit de faire 
connaitre une curieuse maladie du maquereau, due a une Micros- 
poridie quil décrivit sous le nom de Chloromyxum histolyticum. 
Cette Microsporidiose se caractérise par une sorte de liquéfaction 
des masses musculaires du corps, chez les animaux fortement 
infestés. 

Lorsqu’il fut chargé, au cours de ses services sanitaires, de 
Vinspection des ceufs, il eut Vidée heureuse d’appliquer la 
technique colorimétrique du pH a expertise, toujours délicate, 
des ceufs conservés et reconnu qu "il était facile, par Yemplot 
d’indicateurs colorés, de déceler leur état de plus ou moins 
grande fraicheur. 

Ainsi, Ch. Pérard, au cours d’une carriére que la destinée 
devait malheureusement écourter, sut étroitement associer, aux 
nécessilés de sa discipline professionnelle, les directives dun 
véritable esprit pastorien. I] sut mettre judicieusement a profit les 
concours du laboratoire pour éclairer certains des problémes qui 
s’offraient a lui; plus encore, peut-étre, eut-i] 4 coeur de faire 
bénéficier |’Institut Pasteur des moyens matériels que les inspec- 
tions vétérinaires mettaient a sa disposition. Nombreux sont ceux 
qui, dans notre maison, je tiens 4 le rappeler, ont eu recours 4 
la complaisance inépuisable de Ch. Pérard, pour obtenir les pré- 
lévements biologiques nécessaires 4 leurs recherches. I] aimait 
a rendre service et le faisait avec cette simplicité un peu rude, 
sous un fond de rondeur joviale, qui était la marque de son carac- 
tére. 

Ses qualités coutumiéres n’avaient subi aucune atteinte de Ja 
redoutable épreuve que lui avait imposée la perte d’un fils ainé, 
tres regretté. Elles lui assurérent les sympathies générales. A 
tous ses collégues de l'Institut Pasteur, qui ont fortement res- 
senti sa disparition trop prompte, Ch, Pérard laisse le souvenir 
précieux de relations profondément cordiales, marquées du sceau 
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de la plus grande serviabilité. Sa Mémoire, surtout dans ce labo- 
ratoire de la rue Falguiére auquel, jusqu’au faite de sa carriére 
et au terme de sa vie, il est toujours demeuré trés étroitement 
attaché, sera parmi nous fidélement préservée de l’oubh. 


E. Rovusaup. 


MADELEINE MOREL 


(1917-1944) 


Un tragique accident a causé, en octobre 1944, la disparition 
de Madeleine Morel, assistante A |’Institut Pasteur. Aprés de 
solides études de sciences A la Sorbonne, Madeleine Morel était 
entrée dans le service de Biophysique de I’Institut de Biologie 
physico-chirnique. Des circonstances nées de l’occupation | ’obli- 
gérent a demander asile au laboratoire de génétique du méme 
Institut, puis & émigrer dans le service de Physiologie micro- 
bienne de l'Institut Pasteur ou elle a travaillé jusqu’a la veille 
de sa mort. 

Durant ces courtes années, Madeleine Morel sut mettre a profit 
ses connaissances et ses dons. Elle prépara et soutint sa thése 
de doctorat és sciences parue dans les Monographies de U Institut 
Pasteur, et poursuivit ses recherches, tout en se dévouant géné- 
reusement dans un groupe de résistance. 

Les travaux de Madeleine Morel ont porté essentiellement 
sur divers aspects du métabolisme de la nicotinamide. La nico- 
tinamide est une vitamine pour Proteus vulgaris. Madeleine 
Morel étudia sous ses divers aspects la question des relations 
du microbe et de la vitamine. Elle montra la stabilité des réac- 
tions. quantitatives de la bactérie. Mais cette stabilité dépend 
essentiellement des conditions de la culture. Une souche entre- 
tenue a 387° donne en effet une variante dont les besoins sont 
plus élevés que !a souche normale originelle. L’examen compa- 
ratif des .deux souches montra que la souche normale est lisse, 
alors que la variante 4 besoin plus élevé est rugueuse. Les deux 
formes réagissent d’ailleurs quantitativement d’une maniére dif- 
férente a l’addition d’acides aminés et la souche lisse est seule 
sensible 4 laction inhibitrice de l’oléate de sodium. Les aspects 
divers du besoin en nicotinamide ont été examinés ainsi que 
le probleme de l’utilisation de la cozymase que le Proteus 
n’utilise pas quantitativement. Grace au test Proteus, des dosages 
précis de vitamine PP purent étre effectués aussi bien sur des 
tissus végétaux que sur des organes animaux, et recurent leur 
application dans des recherches sur la teneur en nicotinamide 
des tissus du nouveau-né et du lait de la femme. Le taux de la 
nicotinamide du lait a pu étre donné avec précision ; l’existence 
de variations importantes, chute rapide puis augmentation lente 
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apres la parturition, a été mise en évidence, de méme que l’aug- 
mentation rapide de Ja teneur en vilamine aprés ingestion de 
nicotinamide. 

Le développement de ces recherches devait naturellement 
conduire & mettre au point une méthode de dosage des coen- 
zymes I et II a l'aide du test Hemophilus  parainfluenzae. 
L’application de ce lest a permis d’établir Je taux de l’excrétion 
urinaire de homme. Enfin, Madeleine Morel a participé a des 
travaux sur ]’action inhibitrice et bactéricide de l’acide ascor- 
bique montrant qu’elle est le fait de eau oxygénée qui résulte 
de Voxydation de Ja vitamine. 

D’autres recherches étaient en cours. On ne peut que déplorer 
leur interruption brutale. Mais aux regrets de voir ainsi soudai- 
nement inlterrompue une carriére de chercheur qui s’annoneait 
féconde se mélera le souvenir teinté de tristesse d’un esprit vif 
et cultivé et d’une Ame délicate et sensible. 

A. Lworr. 


ACTION INHIBITRICE DE L’OXYGENE 
SUR L’UTILISATION DE L’AZOTE NITRIQUE 
PAR UN BACILLE AEROBIE STRICT, 
BACILLLUS MEGATHERIUM (°) 


par Maurice LEMOIGNE, M™* Mapgterne CROSON 
et M!'* Micnenine LE TREIS. 


(Service des Fermentalions. Institut Pasteur.) 


B. megatherium est un bacille aérobie strict qui ne donne pas 
de voile et qui, par suite, ayant besoin du contact de l’air, ne se 
développe bien qua la surface d’un milieu solide ou dans un 
liquide agité. Dans ees conditions d’aérobiose il utilise parfai- 
lement Vazote nilrique el on peut le cultiver dans un milieu syn- 
thétique ne contenant qu’un nitrate alcalin comme source d’azole. 
Toutefois la réduction de lion nitrique ne lui permet pas un 
développement normal en labsence de Voxygene de lair. 

Inversement, nous avons constaté qu’ en augmentant la tension 
@oxygéne, on peut arréter le développement ‘de B. megatherium 
par inhibition de l'utilisation de l’azote mutrique, ainsi que les 
fails exposés dans ce mémoire le démontreront. 


| * 
* * 

Les travaux anciens de Paul Bert ont montré qu’au dela d’une 
certaine pression d’oxygéne toute vie devient impossible, les 
oxydations élant complétement arrétées. « Un morceau de viande 
(45 g.) est soumis 4 une tension d’oxygéne correspondant a 
44 atmosphéres d’air (10 atmosphéres dun air a 88 p. 100 
d’oxygéne). Au bout de ce temps, il n’exhale aucune odeur. Il n’a 
pas, pendant ces vingt jours, absorbé trace d’oxygéne ni formé 
d’acide carbonique. Un semblable fragment maintenu dans l’air 
ordinaire, A Ja pression normale, est en putréfaction complete et 
a consommé 3,5 |. d’oxygeéne » [2] ; 

Ces résultats ont été confirmés pour les animaux supérieurs 
par divers auteurs et notamment par Joe Lorraine simithe abolle 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, Séance du 4 juillet 1946. 
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A. Adams [4], H. T. Karnser [5], Cl. Achard, L. Binet et 
A. Leblanc [6] et par Ellsworth Moody et W. M. Howard [7]. 
La tension maxima d’oxygéne que peuvent supporter les 
microbes anaérobies stricts, a donné lieu a de nombreuses 
recherches et on a pu déterminer le potentiel d’oxydo-réduction 
limite au-dessus duquel la croissance de ces organismes est 
impossible. Une note récente d’E. Aubel, A. J. Rosenberg et 
M. Grumberg [8] apporte a ce sujet des données précises. 
Mais pour les microbes aérobies stricts, si l’on trouve 
quelques mémoires sur la tension d’oxygéne minima (voir 
W. B. Wood, J. M. L. Wood et I. L. Baldwin, pour la biblio- 
eraphie) [9], on n’a rien de précis sur la tension d’oxygéne 
maxima que peuvent supporter ces microbes. P. P. Lévine 
signale qu’en atmosphére d’oxygéne pur, la croissance de B. sub- 
~ tilis est normale [410], et A. Chr. Thaysen constate qu’a 10 kg. de 
pression, O, retarde le développement de B. mesentericus [414]. 
Dans le cas spécial de l'utilisation du nitrate, Stickland a 
signalé que l’oxygéne inhibe la réduction de l’azote nitrique par 
les corps microbiens lavés de B. coli [44]. Il en est de méme 
pour un bacille voisin de B. subtilis (M. Lemoigne, R. Desveaux 
et R. Gavard [412]. 
Nous avons étudié l’action de l’oxygéne sur le développement 
de B. meyatherium en milieu nitraté. 


TECHNIQUES EMPLOYKES. 


TECHNIQUE BACTERIOLOGIQUE. — Le milieu synthétique employé le plus 
souvent dans ce travail, a été décrit antérieurement [13]. La seule 
source d’azote est l’azote nitrique (environ 140 mg. p. 100 centimétres 
cubes) sous forme de NO,K ou NO,Na. 

La solution minérale et la solution de glucose sont stérilisées sépa- 
rément. Mélangées aseptiquement, elles sont ensemencées avec une 
culture de B. megatherium sur gélose, 4gée de sept jours et sporulée. 
On agite, pour rendre le mélange homogéne, et on fait la répartition, 
par 100 cm’, dans des flacons d’Erlenmeyer de 1 litre stériles. Ces 
flacons doivent étre en verre pyrex €pais pour résister au vide. 

Les flacons qui seront remplis d’oxygtne, sont fermés par des bou- 
chons de caoutchouc avec une tubulure en verre, avec boule remplie de 
coton. Cette fermeture, stérilisée 4 part, est adaptée au flacon asepti- 
quement. Lorsque l’on veut remplir un flacon d’oxygéne, on y fait le 
vide, puis on y laisse entrer soit de l’oxygéne soit de l’anhydride car- 
bonique. Un manométre permet de régler et de mesurer la pression de 
Voxygéne ou du CO, introduits. Le flacon obturé avec une baguette de 
verre, est placé sur l’agitateur, A létuve A 31°. Cet agitateur fait par 
minutes 60 secousses dont l’amplitude est de 14 cm. 


TECHNIQUES ANALYTIQUES. — La culture est amenée quantitativement 


a un volume connu et sur des parties aliquotes on fait les détermina- 
tions suivantes : 
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_L’opacité 4 l’électrophotométre de Meunier, écran bleu; aprés dilu- 
tion au 1/100 ; 


Les microbes secs, le glucose, le lipide @ hydroxybutyrique par les 
méthodes indiquées antérieurement [43]) ; 

L’azote des corps microbiens par un microkjeldahl avec SO,Cu et 
SO,K, comme catalyseur et élévateur de température. 

L’azote nitrique est dosé par réduction en No par Cl,Fe. Le gaz, avant 
d’étre mesuré, est traité par la potasse pour éliminer CO, qui pourrait 
se former. 


Résuttats. — Nous citerons tout d’abord un des premiers 
essais. On a fait le vide dans 4 flacons, puis on les remplit 
d@oxygéne, deux complétement et les deux autres partiellement. 
Aprés quarante-huit heures d’agitation a 31°, les résultats sont 
les suivants : 

TABLEAU I. 


MMG pour 100 cm’ 
de culture 


a la fin 


OPACITE 
p. 100 du gaz 


Glucose 


~ 
3 
a 
S 0 
<r 
3 
nog 
gig 
CAS 
De 
we? 
a) 
a] 


Microbes 


Témoin non ensemencé . 
Flacon 1 . Pas de culture apparente. 
PilACOW ID Sei5 6) Se nse ey ge Pas de culture apparente. 
Flacon3 ... a) Sloe aO30) |e 3300| 189 
Fiacon 4 302 | 2.400 760 | 77 


Quand les flacons sont pleins d’oxygéne, il n’y a aucune 
culture apparente. Si la pression d’oxygéne est moindre, au 
contraire, le développement microbien devient possible, 

De nombreux autres essais, que nous ne rappellerons pas, nous 
ont donné des résultats identiques. 

Nous avons cherché a préciser la valeur de la tension maxima 
d’oxygéne compatible avec le développement. 

Essai 45-200. Sept fioles sont utilisées. On les emplit comme 
de coutume de 100 cm® de milieu ensemencé. On y fait le vide, 
puis on y laisse entrer des quantités variables d’oxygéne. Le 
milieu, au début, contenait 3,200 g. de glucose pour 100 cm* et 
son pH était de 5,25. 

On agite & 31° pendant quarante-six heures, puis on analyse. 

La pression limite est plus grande que 418 mm. de mercure el 
plus petite que 484 mm. Elle est donc voisine de trois fois la 
pression de l’oxygéne dans l’atmosphere. 

On pouvait se demander si l’arrét des cultures n’était pas dt 
au manque de CO,, dans le milieu initial. 
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TasLeau II. 


pour 100 cm’ 
: Sh peneeeees hepeer ss cha de liquide initial 
SERIE | initiale doxygéne teidet Sulieré ) OPACUIE; (Aj) eee 
en millimétres | Cucose | Glucose 
| restant détruit 
ee | 
LAsal 750 |N’a pas poussé.| 5,4 0 | 
es 684 N’a pas poussé.| 5,2 0 
Tees 618 N’a pas poussé.} 5,4 0 
DVireats 550 N’a pas poussé.| 5,415 0 
A Siete 484 N’a pas poussé.| 5,35 0 | 
Ve 48 Belle culture. | 4,5 44 0,765 2,435 
NAW 350 Belle culture. | 4,5 38 0,712 2,488 
VIIL. .| Témoin a l'air.| Belle culture. | 4,2 16 4,080 2,120 


(1) Lopacité du témoin non ensemencé ¢étant défalquée. 


a 


Or, nous n’avons pris aucune des. précaulions méticuleuses qui 
sont nécessaires si on veut carencer un milieu en CO,. De plus, 
dans ces essais, a pression variable d’oxygéne, le vide initial 
a été le méme et sil y avait inhibition par carence de CO,, elle 
devrait se manifester dans tous les cas, méme quand la_pres- 
sion d’O, est a 418 et 350 mm. 

Enfin il y a, tout au moins dans certains cas, un début de 
culture et l’on trouve, dans atmosphere du flacon, toujours un 
peu de CO,. 


Tasieau IIT. 


CO, 
p- 100 du gaz 


NATURE DE LA CULTURE 


Bssaig) 60g acce eats iy mona 7 Pas de culture apparente. 
ESSagGS Vet (tun slut cure ioe 1,4 Pas de cullure apparente. 
LOREM GUce oN og ble o it oes) Pas de culture apparente. 
Essai 180-4. . 4 Pas de culture apparente. 


Toutefois, par précaution, pour écarter cette cause d’erreur 
dans de nombreux essais, nous avons ajouté, avec O, un peu 
un peu de CO,. Nous citerons l’exemple suivant : (Essai 5-184). 

C’est done bien a une action spécifique de O, qu’est due cette 
inhibition de la culture. 

Nous avons recherché action de l’oxygéne sur les cultures 
déja développées. : 

L’expérience suivante résume une série d’essais de méme 
ordre ayant donné des résultats identiques. 
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Essai 5-184 : 
Toutes les cultures (100 cm? par flacon Erlenmeyer de 1 1.) 


TABLEAU LY. 
ES LS SAE SEE ST ASS 6S SRF ESE SRE PEA A A A SI FS PE EI 


PRESSIGN pour 400 c. c. 
NATURE “ 
CO, 4 de la culture Microbes secs Lipide 3 
enmm 02 Hg en mg. on mg. 
1... .| 40 | 754 | Pas de développement. | Traces indosables. 0 
If. . .|Témoin a lair. Belle culture. 524 244 


RS RSET ASSESS TEP SESS SE SSP I STE SE SSSR 


sont agitées 4 31°, au contact de l’air. Puis on les porte sucees- 
sivement sous O,. Le tableau ci-dessous montre les résultats 


obtenus : 
Essai 6-1: 
TABLEAU VY. 
z z | = Se Se 
Seu3| Est | P2828 . 
<s45| 2,3] eaee3 ASPECT DES CULTURES = 3 
B24 | Saal oa Aes : a < 
BES ciel) ose a. | see oe au moment de l’examen a 
Zz vo EPEC! a "Foo 3° 
. ¥ Bs 7 
Tacs 0 64 64 Pas de culture apparente. jaa} 4 
Il 45 0 45 Pas de developpement apparent.) 5,4 4 
re als 49 64 Pas de développement apparent. 
23 0 23 Pas de culture apparente, peu 
WETS } de bacilles. 
; 23 4 64 Début de développement en- 
| core peu de bacilles. 4,9 | 6 
1V 40 0 40 Belle culture. 
ss } 40 24 64 Le développement continue. | 4,3 | 25 
pp 
Va zi 64 0 64 Trés belle culture. 5,5 | 122 


Un flacon, laissé a lair pendant vingt-trois heures, et ne pré- 
sentant pas de culture apparente, donne néanmoins un dévelop- 
pement quand on Je remplit d’O,, alors qu’il n’y en aurait pas 
eu si ce remplissage avait été fait dés le début. 

Si la culture est déja avancée, comme c’est le cas aprés qua- 
rante heures, son développement continue mais moins vite néan- 
moins que si la culture est laissée a lair. 

Cette période de latence au dela de laquelle |’action inhibitrice 
de O, ne se fait plus sentir, ne peut pas étre déterminée avec 
précision. C’est qu’en effet, dans ces milieux minéraux, sans 
aucun facteur de croissance, il y a de grandes irrégularités dans 
Ja vitesse de développement méme dans une série de flacons 
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contenant le méme milieu, réparti aprés ensemencement et 
offrant, par conséquent, le maximum de garanties d’homogénéite. 

Mais en moyenne on peut dire que cette période de latence est 
d’environ ,vingt-quatre heures. 

Tous les essais précédents ont été faits dans un milieu minéral 
glucosé ot l’azote nitrique était la seule source d’azote. 

On peut penser que l’action inhibitrice de l’oxygéne porte sur 
le systeme enzymatique permettant Vutilisation de cette forme 
d’azote. Nous avons cultivé B. megatherium dans d’autres 
milieux ott l’azote est sous forme organique. Nous ne rapporte- 
rons qu’un des essais. 

Essai 5-190. — Dans cet essai on a utilisé du bouillon de 
haricots peptoné 4 0,2 p. 100 et saccharosé 4 5 p. 100. Le pH 
initial est de 7,35. On fait trois séries, l’une restant a l’air, les 
autres mises dans O, contenant 1 p. 100 de. CO,, de suite ou seu- 
lement aprés cing heures trente de contact 4 lair. On agite a 31° 
pendant quarante-sept heures. Les résultats sont les suivants : 


Tasteau VI. 


CULTURE DANS L’OXYGENE 
CULTURE 
dans Vair aprés 5 h, 30 depuis 
de séjour a lair le début 


ise ee eee Reah cae 4,35 3,9 
Opacités. teeny a: sin am Crews TS Fol s 62 48 
Microbes secs (1) sis ape 463 290 
CO? pour cent de l’atmosphére .. . 50 29 


(1) En milligrammes pour cent de milieu primitif. 


Dans ce milieu peptoné, sans nitrate, l’action inhibitrice de 
Voxygéne ne se fait pas sentir. Elle s’exerce donc bien sur le 
mécanisme permettant l'utilisation de l’azote nitrique. 

Nous avons refait cette expérience en milieu peptoné glucosé 
avee et sans nitrate (1 kg. de NO,K pour 100 cm’). Dans tous 
les cas il y a eu développement en atmosphére d’oxygeéne. 

Mais nous avons voulu mettre en évidence de maniére directe 
cette action inhibitrice de O, sur le systeme d’assimilation du 
nitrate. 

Essai 6-62. — Milieu minéral ordinaire glucosé (3,44 g. de glu- 
cose pour 100 em’). 

Série 1, — On ajoute au milieu seulement du nitrate de sodium 
(126 mg. N). 
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Série II. — On ajoute au milieu 60 mg. d’azote organique 
pour 100 cm®* (peptone Vaillant) et du nitrate de sodium (126 mg. 
de N—-NO,—). 

Agitation 4 31° pendant vingt-quatre, trente et une et cin- 
quante-trois heures. 

TasLeavu VII. 


CULTURE DANS L’AIR CULTURE DANS L'OXYGENE 
Durée de l'essai Durée de l’essai 
en heures en heures 


Gluc: se disparu (1). 
N-NO3H disparu (4). 0 | 


il. — Avee peptone, 60 mg. N pour 100 em®, 426 mg. N-NO3H pour 100 cm’ : 


4.6 4,5 6 
Opacité 426 94 38 
Glucose disparu (1).| 2.465 | 2 775 ? 2.760 
N-NOsH disparu (4). 22 2 441 


(1) Pour le glucose et N-NO,H, les résultals sont exprimés en mg. pour 100 cm’. 


Ces résultats résument trés nettement tous les essais réalisés 
a ce sujet. Dans le milieu I, ot le nitrate de sodium est le seul 
aliment azoté, une pression d’oxygéne élevée a une action inhi- 
bitrice totale sur l’assimilation de |’azote nitrique et sur le déve- 
loppement du bacille. 

Dans le milieu II ot, en plus des 126 mg. d’azote nitrique, il 
y a, pour 100 cm? de milieu, 60 mg. d’azote protéidique, le déve- 
loppement, a lair, est plus rapide que dans la série I. L’azote 
nitrique est utilisé mais moins complétement qu’en l’absence 
d’azote organique. 

Dans ce méme milieu, l’oxygéne n'a plus d’action inhibitrice. 
Il y a dévelopement, mais celui-ci est néanmoins ralenti et l’azote 
nitrique, dans les premiéres vingt-quatre heures, n’est pas uti- 
lisé. Au dela, quand la masse microbienne est devenue suffi- 
sante, grace a l’azote de la peptone, l’assimilation de Vazote 
nitrique commence méme dans O,, et au bout de cinquante-deux 
heures est devenue analogue a ce qu’elle est dans lair. Ega- 
lement, & ce moment, le développement microbien et la destruc- 
tion du glucose sont devenus identiques dans l’air comme dans Os. 
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Nous relrouvons done ici le méme fait que nous avons signalé 
précédemment. Une masse microbienne déja formée, utilise 
azote nitrique méme dans O, pur, alors que cela est impossible 
au début dune culture. 


CONCLUSIONS. 


1° Dans un milieu ott la seule source d’azote est lazote 
nilrique, B. megatherium se développe rapidement si l’aération 
est suffisante. En anaérobiose, le développement reste nul ou 
insignifiant, maleré la présence du nitrate dont loxygéne ne peut 
ici remplacer l’oxygéne libre comme accepteur d’hydrogéne ; 

2° Dans ce méme milieu, l’oxygéne libre inhibe complétement 
le développement de B. megatherium, quand sa tension atteint le 
triple de celle qu’il possede dans lair ; 

3° Cette action inhibitrice de Poxygeéne résulte d’un arrét total 
de l’assimilation de l’azote nitrique. Aussi ne se fait-elle plus 
sentir si le milieu contient de l’azote organique assimilable ; 

4° Cette inhibition totale ne se manifeste qu’aux débuts de la 
culture. Quand le développement microbien est suffisant, soit par 
suite d'un séjour préalable a J’air, soit par suite de la présence 
d’azote organique assimilable, une pression élevée d’oxygéne 
n’entrave plus ]’utilisation de l’azote nitrique qui est seulement 
retardée. Il en résulte que le développement microbien n’est pas 
arrété mais simplement ralenti. 
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ETUDE DU MECANISME DE L’ACTION DES ULTRASONS 
SUR LES MICROBES (’). 


par M. ROUYER et P. GRABAR. 


(Institut Pasteur.) 


Depuis que Wood et Loomis [4] découvrirent l’action léthale 
des ultrasons sur les microorganismes, divers chercheurs_ utili- 
sérent avec plus ou moins de succés cette nouvelle méthode pour 
extraire les constituants microbiens. Derni¢rement [2], nous avons 
montré quiavec un appareillage puissant il était facile de désin- 
iégrer de nombreuses espéces microbiennes répulées comme par- 
ticuligrement résistantes. L’utilisation des ultrasons parait done 
étre une des meilleures techniques pour extraire les antigénes el 
les enzymes microbiens avec le minimum d’altération. 

Le mécanisme de l’activité des ultrasons sur les microorga- 
nismes n’est pas parfaitement élucidé; 4 Vorigine les auteurs 
pensaient que le: phénomeéne était directement provoqué par les 
différences de pression existant entre les noeuds et les ventres de 
Yonde ultrasonore [3]. Pour d’autres chercheurs, le facteur prin- 
cipal était la cavitation [4], enfin récemment Loiseleur [5] insiste 
surtout, pour expliquer le cisaillement des microbes, sur l’effet 
oxydant d’atomes d’oxygéne activés par lVonde de choc ultra- 
sonore. 

I] était done intéressant d’essayer d’approfondir l'étude du 
mécanisme de ce phénomeéne, car ]’exactitude de la dernitre hypo- 
these restreindrait considérablement l'utilisation de cette tech- 
nique a cause de l’éventuelle oxydation de certains composés inté- 
ressants, 

Dans les expériences qui vont suivre nous avons utilisé un 
quarlz de 8 mm. d’épaisseur dont la résonance fondamentale est 
d’environ 960 K cycles, la longueur d’onde dans |’eau }=1,5 mm. 
et la puissance acoustique communiquée a l'eau est de l’ordre 
de 6,8 watts au centimétre carré. 

Nous allons appliquer ces données numériques aux diverses 
hypothéses que nous venons de décrire, nous connaitrons ainsi 
Vordre de grandeur théorique des forces auxquelles sont soumis 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1946. 
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les microorganismes et nous pourrons plus facilement ensuite voir 
si l'une d’entre elles cadre avec nos résultats expérimentaux. 

Examinons ce qui se produit dans la suspension microbienne 
soumise a l’action d’un faisceau paralléle d’ultrasons constitué 
par un systéme de noeuds et de ventres entre lesquels les microbes 
sont agités. 

La ‘propagation rectiligne de l’onde ultrasonore provoque 
960.000 fois & la seconde une succession de pressions et de dépres- 
sions sur des niveaux distants de X 0,75 mm. L’amplitude des 


al 


: : : rN 
pressions entre deux points distants de 5 passe de la valeur 


+p a—p de l’ordre de 4,3 atmosphéres. Le gradient de pression 
c’est-a-dire le quotient de la variation de pression, par la variation 
de distance soumet un microbe de 3 y de long & un effet de cisail- 
lement de l’ordre d’une trentaine de grammes. Jugeant cette force 
trop faible pour produire la fragmentation microbienne, Loise- 
leur [5] fait alors intervenir l’activation des gaz dissous dans le 
microbe ; ils forment sous l’influence de la cavitation une micro- 
bulle dont un certain nombre d’atomes d’oxygéne sont activés par 
Vonde de choc ultrasonore. Le microbe oxydé présenterait d’aprés 
cet auteur des points de moindre résistance qui faciliteraient la 
dislocation microbienne sous l’effet mécanique indiqué plus haut. 

L’hypothése qui fait intervenir les ondes de choc a front raide 
produites par la cavitation est beaucoup plus capable de rendre 
compte des effets destructeurs, car elle met en cause des forces 
considérables. Ce phénoméne qui a surtout été étudié par les ingé- 
nieurs maritimes et hydroliciens, prend naissance chaque fois que 
se produit dans un liquide contenant des gaz dissous, des dépres- 
sions dépassant sa tension de vapeur. Nous avons vu que sous 
V’influence du passage de l’onde ultrasonore on atteignait dans 
notre exemple des pressions et des dépressions de l’ordre de 
4,3 atmosphéres. Aux points considérés naissent brutalement des 
bulles contenant un mélange de vapeur et de gaz qui était dissous 
dans le liquide; trés rapidement, le gradient de pression aug- 
mentant, la plupart des bulles s’affaissent et disparaissent. Pour 
certains auteurs, c’est la naissance, pour d’autres c’est la dis- 
parition des bulles qui provoque la formation d’ondes de choc a 
front trés raide de pression ; ce sont elles que nous croyons étre 
responsables des effets destructifs. 

D’aprés le spécialiste connu de la technique des ultrasons, 
M. Florisson (1), lorsque nait la bulle, la pression p qui s oppose 


a sa formation est p= > (A tension superficielle, R le rayon de 


(1) Communication privée. 
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la bulle) ; mais R est extrémement petit, il faut done faire inter- 
venir une pression trés grande pour vaincre la tension superfi- 
cielle et c’est A ce moment que se formerait l’onde de choc a front 
raide de pression. 

Parsons et Cook [6], puis Raleigh [7] furent les premiers a 
établir une théorie sur Vaction destructive de la cavitation sur les 
hélices des navires rapides et de la valeur de Pénergie mise en jeu 
au moment de l’affaissement des bulles. Raleigh admit qu’il s’agis- 
sait de pressions de l’ordre de plusieurs milliers d’atmosphéres, 
grandeur manifestement exagérée car il ne tenait pas compte dans 
ses calculs, ni de la viscosité, ni de la compressibilité des liquides, 
ni des gaz présents dans les bulles de vapeur, toutes causes frei- 
nant la vitesse d’affaissement des bulles, et qui par conséquent 
diminuent la pression. La théorie de Raleigh est done incapable 
de donner des valeurs exactes, mais montre tout de méme la possi- 
bilité d’atteindre de grandes pressions. Haller [8] tenta alors de 
mesurer directement les pressions provoquées par les bulles de 
cavitation a Vaide d’un quartz piezo électrique relié a un oscil- 
lographe, il obtint ainsi des impulsions de l’ordre de 300 atmos- 
phéres. Malheureusement l’inertie de l’appareillage empéche «le 
mesurer les maxima et les chiffres, contrairement aux précédentes 
valeurs, sont au-dessous de la vérité. 

Utilisant une méthode indirecte, Boetcher [9], puis Mousson [40] 
déterminérent 4 la surface d’échantillons soumis a la cavitation, 
des fissures sur des métaux dont la limite d’élasticité était de 20 
a 80 kg. au millimétre carré, ce qui représente des pressions 
d’impulsion de plusieurs centaines d’atmosphéres. 

Combattant la théorie de l’effet mécanique de la cavitation, 
d’autres auteurs considérent que celui-ci ne s’exercerait que par 
Vintermédiaire de l’action chimique des gaz activés présents dans 
les bulles {44}. Cette hypothése expliquerait cependant difficile- 
ment Vaction de la cavitation sur des corps inertes comme le 
quartz, le verre ou l’agate [44, 42]. 

Les résultats rapportés ci-dessus, obtenus par des méthodes tres 
différentes, concordent assez pour nous permettre de conclure 
que les ondes de chocs a front raide, produites par la cavitation, 
peuvent atteindre des valeurs de plusieurs centaines, d’atmos- 
phéres, suffisantes pour expliquer, sans faire intervenir une action 
chimique, les effets mécaniques provoqués par les ultrasons. 


TECHNIQUES. 
a) Appareillage. — Le projecteur standard (2) que nous avons utilisé 


est constitué par un cylindre en verre pyrex d’une contenance de 3,5 1. 
dans le fond duquel est centré le vibrateur piczo ¢lectrique, disque de 


(2) Appareil de la Société 8. C. A. M. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 73. n° 3, 1947. 
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quartz interchangeable de 6 cm. de diamétre monté sur un carter 
étanche. La face supérieure du vibrateur est en contact direct avec 
Je liquide de la cuve ce qui permet d’obtenir la transmission intégrale 
de l’énergie vibratoire produite. L’oscillateur est muni d’une lampe 
d@’émission de 750 watts qui communique au liquide en contact avec 
la surface utile (11,2 cm?) une puissance acoustique totale de 76 watts 
pour le quartz de 3 mm. d’épaisseur. 

b) Suspension microbienne. — Nous avons employé dans toutes les 
expériences une culture sur gélose de dix-huit heures 4 37° du Bacillus 
paradysenteriae souche Y6R qui se met parfaitement en suspension 
dans un milieu isotonique phosphaté tamponné & pH=7. 40 cm® de 
cette suspension sont introduits dans une petite cloche en pyrex de 
38 cm. de diamétre et de 15 cm. de hauteur dont le fond est constitué 
par un disque de cellophane afin d’éviter toute déperdition d’énergie 
acoustique. Le tout est maintenu par une monture métallique. Trois 
pattes de fixation centrent la cloche automatiquement et maintiennent 
son fond 4 1 cm. de la surface du quartz. 

c) Expériences faites sous pression ou dans le vide. — Dans les expé- 
riences ot |’on ultrasonne sous 2 kg. par centimétre carré de pression 
ou sous vide, la cloche A fond de cellophane est remplacée dans la 
monture métallique par une fiole 4 fond de verre de méme dimension. 

d) Expériences faites en absence de surface libre. — Un cylindre (8) 
de 6 cm. de hauteur et de méme diamétre que les cloches peut aussi 
s’adapter dans la monture ; il est obturé aux deux extrémités par des 
disques de cellophane. Son remplissage se fait dans une cloche & vide, 
cn faisant plonger sa tubulure latérale dans une suspension en milieu 
isotonique de globules rouges lavés de cheval. Aprés le dégazage, au 
moment de la rentrée de l’air dans la cloche & vide, la pression fait 
monter le liquide dans le cylindre et le remplit complétement. 

e) Expériences faites en absence d’O,. — La suspension microbienne 
dans le milieu isotonique phosphaté a pH =7 est additionnée de 
II gouttes de vert Janus ou de rouge neutre a 0,5 p. 100, puis soigneu- 
sement dégazée sous cloche a vide et lavée trois fois avec le gaz 4 étudier ; 
pour l’hydrogéne, l’azote et l’argon, 0,1 g. d’hydrosulfite de sodium 
est ajouté aprés le premier lavage, dose suffisante pour décolorer 
Vindicateur ; on est alors certain d’opérer en-dessous d'un rH? de 5,2 
ou 2,3. 

Dans toutes les expériences, le refroidissement est assuré par de la 
glace pilée qui entoure le récipient contenant les microbes et qui permet 
de ne pas dépasser 15° pendant toute la durée de 1l’exposition. 


DiIscUSSION DES RESULTATS. 


Nos résultats, résumés dans le tableau, montrent que les 
microbes ou les érythrocytes sont également détruits en présence 
de n’importe quel gaz, toutes les fois ot il y a cavitation. Lors- 
qu’elle est affaiblie ou supprimée il y a diminution ou annulalion 
de l’action destructive. 


(3) Nous remercions vivement notre collégue M. R. Prudhomme de 
nous avoir aimablement prété ce cylindre qu’il avait concu pour d’ autres 
expériences 
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Oxygene ... 0... 5,6 0,47 96,9 30 
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Mirek. 5 aa. 6,4 0,22 96 60 
Sous 2kg. air... .| 48,8 4,5 74 60 
Sous vide ...... 2,4 2,36 3 60 
IMG oso ons Bilao. x 41,3 Lyse totale. |4 m, 50 sec. 
SOUSEVICO mee mee sma s 41,3 __ Lyse 20 
4 peine perceptible. 


Cloche fond cellophane; air. 9,2 Lyse totale. 30 sec. 
Cylindre obturé par cellophane. one Lyse 42 


| a peine perceptible. 


L’ultrasonnation de la suspension microbienne sous une pres- 
sion d’air de 2 kg. par centimétre carré ne donne plus que 
71 p. 100 de désintégration microbienne alors que l’on en obtient 
96 p. 100 chez le témoin. Pour l’annuler complétement il aurait 
fallu monter 4 un peu plus de 4 kg. par centimétre carré que 
nous n’avons pas pu réaliser faute de vase assez résistant. De 
méme si on opére avec une pression de 8 mm. de mercure au- 
dessus de la suspension microbienne soigneusement dégazée, la 
cavitation est aussi supprimée et de ce fait toute action destructive 
des ultrasons est annulée, les 3 p. 100 de différence dans le nombre 
des microbes trouvés par rapport au témoin étant de lordre des 
erreurs de numération. . 

Le méme résultat est obtenu si on remplace les microbes dans 
la fiole par des globules rouges lavés de cheval, cellules habituel- 
lement extrémement sensibles a |’action des ultrasons. Une expo- 
sition de vingt minutes 4 |’onde ultrasonore, dont la pression de 
radiation souléve la surface du liquide en geyser et le fait vio- 
lemment retomber sur les parois de la fiole, provoque une lyse a 
peine perceptible alors que les globules rouges témoins sont lysés 
totalement en une trentaine de secondes dés qu il y a cavitation. 
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L’effet destructeur ne se manifeste pas non plus, la cavitation 
étant absente faute de gaz dissous, si l’on fait traverser par les ~ 
ondes ultrasonores Je cylindre obturé par 2 disques de cellophane 
dans lequel a été introduite une suspension dégazée de globules 
rouges. 

Les faits rapportés ci-dessus montrent que les gaz dissous sont 
indispensables a la cavitation, ils sont en accord avec les résultats 
de H. Fukasaburo Numachi [48] qui trouve que ce qui influence 
la cavitation n’est pas tellement la tension de vapeur d’eau a la 
température de l’expérience, mais la tension 4 laquelle Veau est 
saturée d’air 4 cette température. Ainsi, lorsque la cavitation est 
supprimée les gradients de pression produits par l’onde ultra- 
sonore sont insuffisants pour provoquer les effets de cisaillement 
microbiens. Par contre, on obtient la méme valeur de désintégra- 
tion microbienne dans de l’oxygéne pur ou de lair que dans un 
gaz inerte ou non : argon, hydrogéne ou azote, le milieu étant réduit 
par de V’hydrosulfite de sodium. pour éliminer toute trace d’oxy- 
géne libre. L’action chimique de |’oxygéne activé n'est done pas 
indispensable pour obtenir Ja dislocation microbienne. 


CONCLUSIONS. 


Les résultats de nos expériences décrites ci-dessus renforcent 
Ja théorie de l’effet de la cavitation. Grace aux ondes de choc a 
front raide de pression, auxquelles elle donne naissance, la cavi- 
tation suffit a elle seule 4 provoquer la désintégration des microbes 
- par les ultrasons. 

L’oxydation, n’étant pas un facteur essentiel de la fragmenta- 
tion microbienne, peut étre supprimée par des moyens appropri¢s 
(gaz inerte, réducteur). 

I] n’en est pas moins vrai qu’il faut toujours avoir présent a 
Yesprit les propriétés activantes et dépolymérisantes des ulira+ 
sons, afin de se mettre dans les conditions les meilleures pour 
obtenir le minimum d’altération des extraits microbiens. 
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ETUDE DES ANAEROBIES ISOLES 
DES BOUES METHANOGENES 


par A. R. PREVOT, J. ZIMMES, M. PEYRE et C, LANTHIEZ. 


De 22 échantillons de boues méthanogénes (dont 15 de la 
région de Douai et 7 de la région parisienne), nous avons isolé 
39 souches d’anaérobies stricts, appartenant a 21 espéces diffé- 
rentes. Toutes ces souches se sont montrées plus ou moins gazo- 
génes, mais aucune spontanément méthanogéne : ce sont, comme 
la plupart des anaérobies, des producteurs du mélange H? et CO?. 
Cependant, quelques anaérobies gazogénes doivent. étre mainte- 
nant considérés comme pouvant participer a la production du 
méthane : en effet, Barker [1] a montré tout d’abord que ce gaz 
provenait de la réduction de CO? par H? naissant suivant la 
formule : CO? + 4 H? = CH* + 2. H?0, par les anaérobies métha- 
nogénes des types Sarcina methanica et B. omelianskyi. Mais 
depuis’ ce travail, Laigret [2] a montré que W. perfringens était 
lui aussi capable de produire: cette réduction dans certaines 
conditions (pH neutre ou alcalin ; catalyseur tel que liode). Plus 
tard Prévot, Raynaud et Digeon 13] ont montré que deux autres 
anaérobies, Cl. bifermentans et Cl. caproicum, peuvent égale- 
ment produire du méthane dans les mémes conditions. Or, ces 
trois espéces : W. perfringens, Cl. bifermentans et Cl. caproicum 
ont été trouvées par Prévot [4] dans les boues méthanogénes 
naturelles, ce qui permet de penser que la production spontanée 
du « gaz des marais » n’est pas l’apanage des espéces consi- 
dérées jadis comme étant les seules 4 pouvoir le produire. 

Ainsi le présent travail a été le point de départ de recherches 
sur la production bactérienne du méthane, recherches qui se 
poursuivent et permettront d’apporter des faits nouveaux pou- 
vant éclairer ce probléme. Mais l’étude des anaérobies isolés au 
cours de cette prospection nous a permis de réunir d’autres 
données susceptibles de compléter la connaissance de ces espéces. 
Ce sont ces données que nous allons exposer ici. 

Les prélévements ont été faits dans des fonds de riviéres, de 
ruisseaux ou d’étangs oti la production de gaz des marais est per- 
manente. Les anaérobies ont été isolés au laboratoire par les 


méthodes habituelles. Voici la répartition géographique des 
espéces isolées : 
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. Scarpe (A Courchelette) : W. perfringens. 

. Scarpe (a Lambres) : Cl. sporogenes, Eub. tortuosum. 

. Scarpe (4 Lambres) : W. perfringens. 

- Scarpe (a Douai) : Infl. indolicus, Injl. plagarum. 

Etang de Palluel (Nord) : Cl. sporogenes, Cl. bifermentans, Pl. virens, 

. Etang de Palluel (Sud) : W. perfringens, Cl. sporogenes. 

. Etang de Palluel (Sus-Ouest): W. perfringens, Cl. mitelmani, 

_ Cl. ghoni. 

8. Etang de Palluel (Centre) : Cl. histolylicum, Cl. septimum. 

9. Etang de Palluel (Ouest) : Infl. indolicus, Injl. pseudoperfringens, 
Cl. ghont. 

10. Marais de Sin-le-Noble (Est) : W. perfringens, Cl. valerianicum. 

11. Marais de Sin-le-Noble (Ouest) : W. perfringens, Cl. septimum. 

12. Le Godion : Infl. teras. 

13. Etang d’Aubigny (Sud) : Cl. caproicum, Cl. flaVelliferum. 

14. Etang d’Aubigny (Nord) : Cl. bifermentans. 

15. Etang d’Aubigny (Est) : Catenabact. helminthoides. 

16. Saint-Leu-la-Forét (Vieil étang) : Pl. telanomorphum, W. perfrin- 
gens. 

17. Lac du Bois de Boulogne: Cl. corallinum. 

18. Ruisseau & Gretz : Cl. saccharobutyricum. 

19. Mare A Chalot (Verriéres) : Cl. sporogenes. 

20. Boues activées de Colombes : Cl. bifermentans. 

21. Bassin du Champ-de-Mars : Cl. bifermentans, Cl. sporogenes. 

22. Etang Colbert a Plessis-Robinson : W. perfringens, Infl. teras, Eub. 

cadaveris. 


NOt pwnwHe 


1° Parmi les 39 souches ainsi isolées nous avons trouvé des 
especes connues : 

‘WV. perfringens : 8 souches, toutes pathogénes, hémolytiques, 
trés gazogénes. Cette espéce est la plus fréquemment isolée des 
_boues. 

Cl. sporogenes : 5 souches, trés gazogénes, trés protéolytiques, 
trés fétides. 

Cl. bifermzntans : 4 souches, trés gazogénes, fortement gluci- 
dolytiques. 

Cl. histolyticum : 1 souche non gazogéne, dépourvue de pouvoir 
pathogéne. 

Cl. septimum : 2 souches dont le type fermentaire correspond 
exactement a celui qui a été décrit pour la souche de cette 
espéce [5] qui avait été isolée de l’huitre, c’est-a-dire valérianique- 
acétique, producteur d’acétyl-méthyl-carbinol. 

Cl. caproicum : 1 souche dont les caractéres physiologiques et 
biochimiques ont été étudiés [6] et ont permis de compléter Ja des- 
cription primitive de Rodella, c’est-a-dire : ferment caproique, 
acétique et lactique. 

Pl. tetanomorphum: 1 souche gazogéene dont les caractéres 
coincident avec ceux d’une souche antérieurement isolée et 
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5 c } wr ; pe : . aye a ‘ 
conservée dans la collection des anaérobies de ]Institut: Pasteur. 
Cl. saccharobulyricum : 1 souche trés active, trés gazogeéne. 


2° Espcrs NouvELLES. — Plectridium virens : 1 souche psychro- 
phile donnant en gélose profonde des colonies vertes et dans les 
milieux liquides & base végétale un pigment verdatre hydroso- 
luble. Cette espéce a donné lieu a une description complete [7]. 
Il s’agit d’une espéce fragile que nous n’avons pas pu conserver 
plus de dix mois en collection. 

Cl. corallinum : 1 souche ne différant de la souche qui a serv! 
4 la description originale [8] et aux recherches ultérieures que par 
le type antigénique : elle n’est pas aggluiinée par le sérum pré- 
paré contre la souche originale. 


3° Espkcrs INSUFFISAMMENT CONNUES dont nous décrivons ici les 
caractéres physiologiques et biochimiques qui n’avaient pas encore 
été étudiés : 

Eubacterium tortuosum (Debono) P. 1938. Colonies lenticulaires 
en gélose profonde. Trouble le bouillon VF glucosé et y donne 
un dépot visqueux cohérent. En plus des hexoses et hexobioses, 
fait fermenter l’amidon. Produit dans le bouillon VF glucosé les 


2 
quantité d’acétyl-méthyl-carbinol. L’acidité volatile totale atteint 
0,045 g. p .100 et la production d’ammoniaque 0,0288 g. p. 100. 
Rouge neutre réduit. 

Eubacterium cadaveris (Buday) P. 1938. Une souche trés 
gazogéne. Colonies neigeuses en gélose profonde. Trouble le 
bouillon VF glucosé. Gélatine lentement et partiellement liquéfiée. 
Lait coagulé avec légére rétraction du caillot et lacto-sérum abon- 
dant, Protéines non attaquées. Glucose, lévulose, galactose, mal- 
tose, lactose activement fermentés avec gaz. Nitrates réduits en 
nitrites. en présence de galactose et lactose. Réduit rouge neutre 
et safranine. Produit SH?,NH%, alcool, cétone, amines volatiles, 
aldéhydes, traces d’acétyl-méthyl-carbinol, pas d’indol. Type fer- 
mentaire : butyrique-acélique (3/1)+lactique. Acidilé volatile, 
0,21 g. p. 100. Non pathogéne. 

Catenabacterium helminthoides (Lewkowicz) P. 1938. Une 
souche trés gazogéne. Colonies floconneuses arborescentes. Trouble 
le bouillon VF glucosé. Liquéfie la gélatine en six jours. Lait non 
coagulé. Protéines non attaquées. Glucose, maltose, galactose, 
saccharose, sorbite, mannite, glycérine fermentés. Nitrates non 
réduits en nitrites. Rouge neutre et phénosafranine non réduits. 
Pas dindol. Produit SH?, NH® (0,0204 g. p. 100); traces 
(aldéhydes, alcools, acétyl-méthyl-carbinol, acidité volatile totale 


0,158 g. p. 100, type fermentaire : butyrique-formique-lactique. 
Non pathogéne. 


acides propionique, formique (r=5] el lactique et une petite 
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Inflabilis teras (Knorr) P. 19388. Deux souches ; colonies irré- 
culiéres en gélose profonde. Bouillon VF tr oublé, Gélaline non 
liquéfiée. Lait non coagulé. Protéines non attaguées. Glucose, lévu- 
lose, maltose, galactose, saccharose, olycérine fermentés. Amidon 
légérement par une souche. Rouge neutre réduit par une souche. 
Nitrates non réduits. Pas €’ indol ou traces. Produit SH,;,NH, 
(0,8 g. a 0,5 g. p. 100) aicool, cétones, aldéhydes, acétylméthyl- 
carbinol. oa volatile totale : 0,125 g. 4 0,250 g. p. 100. Type 
fermentaire : butyrique/acétique = 1/1 + lactique. ” Hémolysine el 
pouvoir pathogene sur cobaye (eedéme hémorragique). 

Inflabilis indolicus (Gratz et Vas) P. 19388. Deux souches peu ou 
moyennement gazogénes. Résiste cing 4 dix minutes a 100°. Colo- 
nies Ouatées arborescentes en gélose profonde. Trouble le bouillon 
VF glucosé avec dépot muqueux non cohérent, odeur putride. 
Liquéfie la gélatine ; digére le lait aprés coag pulation : ; digére le 
sérum coagulé et la fibrine. Glucose, lévulose, maltose, Jactose, 
galactose, sorbite, mannite, glycérine et amidon fermentés. Réduit 
phénosafranine et rouge neutre. Ne réduit pas les nitrates en 
nitrites. Produit indol et traces de scatol. SH,. NH, (0,03 g. a 
0.04 g. p. 100). Acidité volatile totale 0,15 g. 4 0.20 g. p. 100. 
Type fermentaire butyrique/acélique = 1/2 + lactique. Alcools, 
aldéhydes ; cétones, amines volatiles. 

Inflabilis plagariin (Adamson) P. 1938. Une souche peu gazo- 
géne, résistant une minute 4 100°. Colonies lenticulaires en gélose 
profonde. Trouble Je bouillon VF. Liquéfie la gélatine. Digére le 
lait, n’allaque pas les protéines coagulées. Fait fermenter glucose, 
lévulose, lactose, maltose, galactose et mannite. Ne réduit pas les 
nitrates ; produit SH,, NI, ; alcools, cétones, amines volatiles et 
aldéhydes. Type fermentaire : valérianique/acétique = 1/2. Non 
pathogéne. 

Inflabilis pseudo-perfringens. (Adamson) P. 1938. Variété gazo- 
gene. Colonies lenticulaires opaques 4 contours estompés. Bouillon 
~troublé. Gaz peu abondant. Gélatine liquéfiée. Lait coagulé puis 
digéré. Protéines coagulées non attaquées. Glucose, lévulose, mal- 
tose, galactose fermentés. Nitrates non réduits. Rouge neutre et 
safranine réduits. Produit SH, et NH, (0,034 g. p. 100). Pas 
d’indol. Acidité volatile : 0,16 g. p. 100. Type fermentaire : Buty- 
rique/acélique = 3/2 + lactique. Amines volatiles : aldéhydes ; 
acétyl-méthyl-carbinol. Nécrose cutanée chez le cobaye aprés injec- 
tion sous-culanée. 

Clostridium valerianicum (Rodella) P. 1938. Une souche trés 

gazogéne (dont les caractéres coincident avec ceux d’une autre 
souche de la méme espéce entretenue dans la collection des ana¢- 
robies de l'Institut Pasteur). Colonies oualées en gélose profonde. 
Trouble le bouillon avee gaz et odeur fétide, Gélatine liquéfiée. 
Lait coagulé puis lentement digéré. Blane d’ceuf non atlaqué. 
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Glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose, arabi- 
nose, inuline et amidon fermentés. Nitrates non réduits. Rouge 
neutre réduit. Produit SH,, NH,. Pas d’indol; traces d’acéty!- 
méthyl-carbinol. Acidité volatile : 0,05 g. p. 100. L’acide principal 
est l’acide valérianique. Il est toujours accompagné soit d’acide 
acétigue, soit d’acide formique. 

Cette souche présente en outre la propriété d’attaquer la gomme 
adragante (M"® Beauquesne) [9]. 

Cl. mitelmani (Mitelman) P. 1988. Une souche gazogéne. Colonies 
lenticulaires en gélose profonde. Trouble le bouillon. Gaz et odeur 
fétide. Gélatine liquéfiée, lait coagulé, puis digéré. Protéines coa- 
gulées non attaquées. Nitrates non réduits. Phénosafranine réduite. 
Glucides : glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose, 
mannite, glycérine fermentés. Produit traces d’indol ; SH, abon- 
dant ; NH, (0,07 g. p. 100), alcool éthylique ; aldéhyde ; type fer- 
mentaire : valérianique/acétique (=1/4) + lactique: 

Cl. ghoni (Ghon et Mucha) P. 1938. Deux souches gazogénes 
(dont les caractéres coincident avec ceux d’une souche entretenue 
dans la collection des anaérobies de 1’Institut Pasteur). 

Colonies ouatées, arborescentes en gélose profonde. Trouble le 
bouillon ; dépét visqueux non cohérent, odeur putride. Gélatine 
lentement liquéfiée ; lait coagulé, puis digéré; protéines coagulées 
partiellement digérées. Glucose, lévulose, maltose, galactose, lac- 
tose, saccharose, sorbite, mannite, glycérine fermentés. 

_- Rouge neutre réduit. Nitrates non réduits. Produit indol, SH,, 
NH,, alcools, aldéhydes ; acétyl-méthyl-carbinol. Amines volatiles. 
Type fermentaire : butyrique/formique (1/1 4 1/2) + lactique. 

Non pathogeéne. 

Cl. flabelliferum. Sturges et Reddish. 1926. Une souche trés 
gazogene. Colonies floconneuses en gélose profonde. Trouble le 
bouillon, gaz et odeur putride. Gélatine liquéfiée ; lait digéré. Pro- 
téines coagulées non attaquées. Glucose, lévulose, maltose, galac- 
tose, mannite et sorbite fermentés. Réduit rouge neutre. Ne réduit 
pas les nitrates. Produit indol, SH,, NH,. Amines volatiles ; aldé- 
hvdes; type fermentaire : butyrique/formique = 3/1 + traces 
d’acide lactique. Nen pathogéne. 


RatsuME ET CONCLUSIONS. 


L’étude des anaérobies des boues méthanogénes naturelles révéle 
existence dans cet habitat de nombreuses espéces : sur 22 préla- 
vements, 39 souches appartenant 4 21 espéces différentes. Parmi 
ces souches beaucoup sont gazogénes et quelques-unes peuvent, 
dans certaines conditions produire du méthane. La détermination 
de ces souches a permis de décrire deux espéces nouvelles et de 
préciser les caractéres de 12 espéces insuffisamment connues. Les 
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3 espéces les plus fréquentes des boues méthanogénes sont : 
‘ W. perfringens (20 p. 100) ; Cl. sporogenes (12 p. 100), Cl. bifer- 
mentans (10 p. 100). 
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CULTURES EN MILIEUX PAUVRES 
D'UNE VARIETE DE BACILLES PARATUBERCULEUX 
(BACILLE DE GRASSBERGER) 


par Witty ROSSET. 


(Institut Pasteur, Service du Docteur Bretey 
et Institut d’hygiéne et de bactériologie a Lausanne, 
Directeur Prof. Hauduroy.) 


L’étude de l’acido-alcoolo-résistance du bacille de Koch en par- 
ticulier, des Mycobactéries en général, est un probléme qui a 
passionné déja un grand nombre de chercheurs. On sait, en effet, 
que cette propriété tinctoriale n’est pas un caractére stable, mais 
quelle présente de trés grandes variations dont le mécanisme 
nous. échappe encore. Hauduroy [4] a nettement posé et commenté 
la question dans de multiples articles dans lesquels il insiste sur 
Vimportance de ce fait et sur son réle pratique. 

S’il est facile d’observer au microscope Jes « formes bleues » 
des bacilles tuberculeux, il est autrement plus difficile de les 
obtenir en cultures pures. Cependant, Vaudremer [2] a réussi a 
cultiver le bacille de Koch sous la forme non acido-alcoolo-résis- 
tante en utilisant des milieux pauvres, en particulier le milieu de 
composition suivante (milieu de Gessard) : 


Succinate d’ammonium... 


Be cecet neo eg oy Moe). OY 
Phosphaterdipotassiqne: 0) och an) ae been ay Os OND arI00 
Sulfate de magnésium. ...... Bede ao we tt rape 0,25 p. 100 
Chiorurevde. calcium: i.) 6. aad ie Meade We tae 6,125 p. 100 


Grasset [3]. en soumettan! des bacilles de Koch ou du BCG a 
des congélations et des décongélations répélées, a réussi A obtenir 
des souches non acido-alcoolo-résistantes ; encore faut-il qu’une 
telle souche soit repiquée tous les deux a trois jours sur gélose 
au sang ou gélose peptonée, sinon les formes alcoolo-acido-résis- 
tantes réapparaissent. Cet auteur a pu maintenir cette souche 
pendant 120 repiquages. D’autres chercheurs ont encore essay 
d’obtenir par différents moyens des cultures de ce genre; ils ne 
sont parvenus qu’a obtenir des souches ot les éléments alcoolo- 
acido-résistants et les non alcoolo-acido-résistants ¢taient mé- 
langés en proportions variables. 
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Avec les baciiles paratuberculeux, le probléme est plus facile. 
Ces bacilles — non pathogénes pour ]’homme et dont certains 
sont pathogénes pour des animaux de laboratoire sous certaines 
conditions — sont apparentés au bacille de Koch par leurs carac- 
teres tinctoriaux et auraient avec hu, d’aprés plusieurs auteurs 
une affiliation certaine, bien qu’encore mal établie. Leur acido- 
alcoolo-résistance est particuliérement intéressante par sa grande 
variabilité. On a mémeobservé des dissociations naturelles en 
colonies de bacilles acido-alcoolo-résistantes et en colonies de 
bacilles non acido-alcoolo-résistantes. Tel est le cas de la souche 
Grassberger, 

En effet, cette souche (1) qui était & l’origine acido-alcoolo-résis- 
tante, a spontanément donné naissance a des colonies fortement 
pigmentées en rouge orangé et constituées d’éléments entiérement 
non acido-alcoolo-résistants, ainsi que l’a déja signalé Hau- 
duroy [4]. Ultérieurement et sans raison apparente, une nouvelle 
mutation en sens inverse a eu lieu chez cette souche et on a vu 
apparaitre des colonies blanches et semblables a la souche origi- 
nale, formées d’éléments acido-alcoolo-résistants. Il est intéres- 
sant de noter la variation de la pigmentation qui accompagne 
celle de Vacido-alcoolo-résistance. On a donc 


Souche originale aar. > Souche non aar ——> Souche aar 
pigmentée non pigmentée 
en rouge-orange 
désignée par « O ». désignée par « B ». 


I] faut noler encore que ces dissociations ont été observées sur 
des milieux différents : Léwenstein, gélose ordinaire, Sauton 
(voile). 

Nous nous sommes posé la question suivante : serait-il possible 
de provoquer ces dissociations d’une fagon artificielle et, partant, 
d’en connaitre le mécanisme? Dans ce but, nous avons pensé a 
utiliser pour le développement du Grassberger des milieux 
pauvres, que l’on modifierait par Ja suite pour obtenir des chan- 
gements soit en faveur de ]’acido-alcoolo-résistance, soit de la non 
acido-alcoolo-résistance. 

Au début de nos expériences. nous avons adopté comme milieu 


pauvre la solution suivante 


Succinate d’ammonium......... Age: 

Phosphateldisodique. = -0 3 - hs 7130) oi ee ee 602g. 
Sulfaterdenmacnésiumy.y. “9 ams, ois) eps) ys erg 0d ce. 
Chlorure de potassium . eWea tevan eels ali isa ae, RO Oe 
Chlorure de calcium . 0,01 g. 


Pour 4 litre d’eau distillée pH 1, 2 — ~ 1,4 4, 


(1) Ne A 55 du Centre de Collection de types microbiens (Institut 
d’Hygitne de Lausanne). 
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Par la suite, nous avons supprimé le CaCl, qui ne nous est 
pas apparu nécessaire au développement du bacille de Grass- 
berger. Mis en ballon, ce milieu est autoclavé vingt minutes 
a 120°. 

Les premiéres cultures repiquées a partir d’un voile en Sauton 
ont été difficiles. La variété O s’est mal adaptée a partir du cin- 
quiéme passage, elle n’a plus poussé, bien que les bacilles soient 
restés vivants puisque, repiqués sur Léwenstein, ils ont donné 
immédiatement une culture normale pigmentée. Ces voiles, misé- 
rables et délicats, ne couvrant en dix-quinze jours qu’une faible 
partie de milieu, n’ont jamais présenté de pigmentation. Micros- 
copiquement, il n’y a plus de formes bacillaires, mais des granu- 
lations non acido-alcoolo-résistantes. Aucune forme acido-alcoolo- 
résistante n est apparue. 

La variété B s’est mieux adaplée ; nous avons pu obtenir 
13 passages. Les premiers voiles sont petils et minces ; mais déja 
a partir du troisiéme repiquage, le voile couvre entiérement la 
surface du liquide et ceci en trois ou quatre jours. Aucune pig- 
mentation n’est apparue. Nous avons également observé la dispa- 
rition de la forme bacillaire pour .ne voir apparaitre que des 
granulations ou coccobacilles dont une grande partie est non 
acido-alcoolo-résistante 5; c¢’est-Aa-dire que |’acido-alcoolo-résis- 
tance a fortement diminué. Repiquées sur Lowenstein, ces cultures 


reprennent leurs caractéres normaux, leur entiére acido-alcoolo- 


résistance en particulier. 

Nous avons alors augmenté la quantité de succinate dans les 
milieux : 1, 2, 4, 8, 16 p. 1000. Les cultures ne sont pas plus 
abondantes et ont les mémes caractéres que ceux décrits ci-dessus. 
Comme témoin, nous avons aussi ensemencé des ballons conte- 
nant la solution saline sans succinate d’ammonium ni chlorure 
de calcium et dont la composition était ainsi : 


Phosphate disodique es ree ue Era OMEN ITS >. teres (2, 0 IROL oh 
Sulfate de: magnésinm +. 24 5m.:42 Sia cpesie pes ee nO anaes 
Chlorure de potassium . 0,ig 
Pour 4 litre d’eau distillée. 


A notre grande surprise, nous avons constaté un léger déve- 
loppement aussi bien avec la souche O qu’avec la souche B; par 
repiquages, nous sommes allés jusqu’a 7 passages successifs. Les 
voiles sont toujours plus difficiles avec O qu’avec B; ils sont 
minces et délicats, sans pigmentation. Ils sont constitués de gra- 
nulations absolument non acido-alcoolo-résistantes pour O, 
d’acido-aleoolo-résistance variable pour B, avec toutefois une 
majorité de non acido-alcoolo-résistants ; ces grains peuvent par- 
fois se disposer en chainettes rappelant celles des streptocoques. 
Ces cultures se font aussi bien A 20° qu’a 37°. En utilisant de 
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Veau bidistiiiée pour la confection de notre « milieu » et en stéri- 
 lisant a l’autoclave en ballons dont le col a été fermé au chalu- 
meau pour éviter l’entrée toujours possible de vapeurs d’ ammo- 
niaque, nous avons obtenu les mémes résultats. 

Ce milieu « ultra-pauvre » (sans source de carbone ni d’azote) 
a été gélosé 4 2 p. 100 et utilisé pour la culture de nos deux 
souches de Grassberger el comme contrdle, du bacille de la 
Fléole. Au vingt-troisiéme passage, ces souches se développent 
encore trés bien, méme en ne les repiquant que toutes les trois 
semaines. La culture obtenue est séche, formant une couche trés 
mince, poussant en trois a quatre jours. La pigmentation a disparu 
pour O et la Fléole normalement -pigmentées. La souche O est 
toujours restée entiérement non acido-alcoolo-résistante, alors 
que la souche B et la Fléole présentant une notable diminution 
de leur acido-alcoolo-résistance, surtout lors des premiers pas- 
sages. La forme microscopique est, comme pour les voiles, celle 
de cocci ou coccobacilles, parfois en chainettes. Si lon repique 
ces souches de Léwenstein, les caractéres normaux réappa- 
raissent aussildt. 

A titre de contréle, nous avons ensemencé sur ces milieux 
ultra-pauvres différents germes: staphylocoques, coli, Salmonella, 
pseudodiphtériques, Proteus, Actinomyces saprophytes ; seules 
les souches d’Actinomyces s’y sont développées, ce qui prouve 
une fois de plus la parenté des Mycobactéries et des Actino- 
myceétes. 

Ces constatations ne font que confirmer certains travaux anté- 
rieurs. Arloing et Dufour [5] ont réussi a cultiver une souche 
homogéne de bacilles tuberculeux dans de l’eau distillée stérile 
mais sans pouvoir faire de repiquages. Ne pourrait-on pas ima- 
giner que la réussite de cette cullure soit due 4 quelques facteurs 
introduits en méme temps que l’ensemencement et provenant du 
milieu de départ ? Ces auteurs ont aussi obtenu des cultures en 
eau de robinet et qui ont pu étre repiquées trois fois de suite. IIs 
ont constaté que ces cultures étaient formées de cocci non acido- 
alcoolo-résistants. : 

D’autre part, Dorsey et Blumer [6] ont étudié 8 souches de 
bacilles acido-alcoolo-résistants en cultures sur ‘milieux trés 
pauvres (sans source de carbone ni d’azote), constitués par des 
sels minéraux. Ils ont constaté que les phosphates disodique et 
monopotassigue et le sulfate de magnésium étaient indispensables. 
Ils démontrent ensuite que ces Mycobactéries utilisent le carbone 
de CO, atmosphérique et ils supposent que l’azote provient de 
air. Les cultures se présentent sous la forme d’une pellicule trés 
fine constituée d’éléments en cocci ou filaments de cocci; il n’y 
a jamais de pigmentation : plus les milieux sont pauvres, plus la 
diminution. de |’acido-alcoolo-résistance est prononcée. 


232 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Poursuivant nos recherches, nous avons ajoulé a la composi- 
tion de notre milieu ultra-pauvre certaines substances fonction- 
nant comme source de carbone ou source d’azote. 


ApJONCTION D’UNE SOURCE DE CARBoNE. — Nous avons ajouté du 
elycérol (10 p. 1.000) ou du glucose (5 p. 1.000) ou de la mannile 
(5 p. 1.000) ou encore de l’amidon (5 p. 1.000). Les cultures sont 
plus abondantes et on constate un renforcement de Pacido-alcoolo- 
résistance ; les éléments reprennent la forme bacillaire ; la pig- 
mentation réapparait. 

Nous avons constaté un fait qu’il nous semble intéressant de 
signaler, bien que nous ne puissions pas |’expliquer. Avec Ja 
mannite, les éléments bacillaires ne sont pas uniformément colorés 
au Ziehl-Neelsen; il y a un centre cocciforme fortement acido- 
alcoolo-résistant se prolongeant et s’entourant d'une zone plus 
claire comme si Je bacille se formait 4 partir de ce centre, celui-ci 
représentant peut-étre la forme cocci observée sur les muilicux 
ultra-pauvres. Du reste, Hauduroy |7] a déja signalé cette action 
favorisante de Ja mannite sur Jes paratuberculeux. 


ADJONCTION D'UNE SOURCE D’AzoTE. — Nous avons ajouté du 
chorure d@ammonium (4 p. 1.000) ou du nitrate de polasse 
(4 p. 1.000). Les cultures apparues sont identiques a celles obte- 
nues sur le milieu ultra-pauvre seul. 


ADJONCTION SIMULTANEE DE SOURCES AZOTEE ET CARBONEE. — Au 
milieu ultra-pauvre, on ajoute les mémes substances que ci-dessus 
et dans les mémes proportions, en prenant chaque fois une source 
de carbone et une source d’azole. Les résultals observés sont ceux 
obtenus lorsqu’on ajoute au milieu ultra-pauvre la source de 
carbone seule, comme si l’adjonction de NII,C] ou de KNO, ne 
jouait aucun réle. C’est la source carbonée qui donne le « ton ». 
Cependant signalons qu’avec NH,Cl et le glycérol ou le glucose, 
nous avons vu apparaitre des formes « massuées » acido-alcoolo- 
résistantes que nous n’avons jamais rencontrécs ailleurs. Ceci 
confirme les travaux de Hollande et Bonifax [8] qui ont obtenu 


ces mémes formes avec des bacilles tuberculeux cultivés sur 
Sabouraud glucosé ou glycériné. 


ADJONCTION D'AUTRES SUBSTANCES. — Que ce soient des subs- 
tances du genre de amide nicotinique, vilamine B, ac. para- 
aminobenzoique, thiosulfate de Na, cystine, ou que ce soient des 
sels minéraux contenant du fer ou du cuivre (FeSO,, FeCl,, 
CuCl,,) ou du CaCl,, les caractéres culturaux n’ont pas diffre 
de ceux obtenus sur milien ultra-pauvre seul. 

Au terme de notre expérimentation nous devons  constater 


ig ie 
qu’il ne nous a pas été possible de provoquer artificiellement sur 


t 
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les milieux pauvres utilisés les mutations observées spontanément 
chez le bacille de Grassberger. Nous n’avons jamais vu la moindre 
augmentation de l’acido-alcoolo-résistance, méme passagére ou 
partielle, de la souche O, naturellement non acido-alcoolo-résis- 
tante. Par contre, nous avons constaté une diminution notable de 
Yacido-alcoolo-résistance de la souche B, naturellement entiére- 
ment acido-alcoolo-résistante ; en milieu pauvre encore, toute 
pigmentation disparait et les bacilles prennent la forme de cocci 
ou filaments de cocci. Mais la perte de tous ces caractéres n’est 
que passagére, car un simple repiquage sur milieu ordinaire ou 
la seule adjonction au milieu pauvre d’une source carbonée leur 
permettent de se réaffirmer. L’adjonction d’une source azotée 
seule par contre, ne change en rien ces caractéres dégénérés. 

Ces faits confirment ceux déja observés par différents auteurs : 
Vaudremer, Orskov [9], Arloing et Dufourt, Vollum [40], Dorsey 
et Blumer. Hollande et Bonifax, cultivant des bacilles de Koch 
sur milieu de Sabouraud sans glycérol, ont généralement observé 
une augmentation de la durée de la phase cyanophile. 

Le point le plus intéressant de nos expériences parait étre le 
fait que le bacille de Grassberger en particulier, les paratuber- 
culeux en général, se développent, bien que faiblement, sur des 
milieux ultra-pauvres, sans source carbonée, ni azotée. Est-ce 
le fait qu’au moment de ]’ensemencement, on apporte a partir du 
milieu de départ quelques substances qui suffisent 4 assurer la 
croissance des germes transplantés? Ceci pourrait étre le cas 
dans les expériences d’Arloing et Dufourt, mais ne semble plus 
indiqué chez nous puisque nous avons pu obtenir 23 passages 
consécutifs. On peut imaginer encore que les sels employés a la 
confection des milieux ou que la verrerie utilisée insuffisamment 
nettoyée, contiennent des impuretés qui favoriseraient le dévelop- 
pement de ces bactéries. Cette derniére hypothése parait peu 
probable bier. que nous ne puissions pas |’éliminer d’emblée. Les 
bacilles puisent-ils alors leur carbone et leur azote dans |’atmo- 
sphére comme le pensent Dorsey et Blumer? Ou encore les 
formes naissantes vivent-elles aux dépens de leurs ancétres 
qu’elles videraient de leurs substances? Les expériences faites 
ici sont trop incomplétes pour pouvoir répondre a ces questions. 


* 
* 


Le travail ci-dessus a été accompli a l'Institut Pasteur de Paris 
comme titulaire de la bourse Yersin. Je tiens 4 remercier M. le 
D® Tréfouél, directeur de |’Institut, de l’accueil bienveillant qu'il 
m’a réservé, ainsi que M. le D? Bretey qui m’a accueilli dans son 
service. Je remercie aussi M. le professeur Hauduroy a Lau- 
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sanne, qui, comme président de la bourse Yersin en Suisse, a 
bien voulu donner une suite heureuse 4 ma candidature. 


BIBLIOGRAPHIE, 


[4] Haupuroy. Rev. Suisse Path. et Bact., 1948, 6, 349. Bull. 
Acad, suisse des Sc. méd., 1945, 4, 229; Rev. Tub., 1939, 
6, 146; Les formes atypiques du bac. tuberculeux dans Le 
probléme des tuberculoses atypiques. Roth et Masson, édit. 
1946. 

{2] Vaupremer. Rev. de Méd., 1926, 43, 419. 

[3] Grasser. C. R. Soc. Biol., 1935, 449, 261. 

[4] Haupuroy. C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 182. 

[5] ARtoiwe et Durourt. C. R. Soc. Biol., 1928, 98, 37. 

[6] Dorsry et Buumer. J. Infect. Dis., 1934, 55, 26. 

[7] Haupuroy. C. R. Soc. Biol., 1932, 440, 559. 

[8] HottanvE et Bontrrax. C. R. Soc. Biol., 1942, 436, 501. 

[9] Orskov. C. R. Soc. Biol., 1928, 98, 1115. 

[40] Votitun. Zeitschr. Immunitéitsf., 1932, 77, 327. 


LES ECHANGES RESPIRATOIRES 
DE BACILLES TUBERCULEUX 
DE SOUCHES DIFFERENTES (’) 


par A. ANDREJEW. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la Tuberculose.) 


Le probléme des échanges respiratoires du bacille de Koch a 
été fort peu étudié jusqu’a présent et les recherches consacrées 
a cette question ont été centrées pour la plupart sur la « respi- 
ration » en fonction de l’espéce. (Loebel, Richardson et Schorr ; 
Novy et Soule; J. Bance; Corper, Lurie et Nao Uyei; Webb, 
Ryder et Gilbert; Webb, Boissevain et Ryder). Les résultats 
obtenus ainsi sur une souche ont été souvent attribués, par la 
suite, a l’espéce entiére. I] n’existe a l’heure actuelle aucune 
étude consacrée a la « respiration » de plusieurs variantes d’une 
méme espéce. Cependant aucune généralisation ne semble pos- 
sible avant que la question suivante ne soit résolue : placées dans 
les mémes conditions d’expérience et ayant le méme Age, les 
cultures de bacilles tuberculeux d’une méme espéce, mais de 
souches différentes, consomment-elles la méme quantité d’oxygéne, 
ou bien, les échanges respiratoires d’une méme espéce subissent- 
ils des variations plus ou moins importantes selon les souches 
différentes ? 

Pour résoudre cette question nous nous proposons de résumer 
ici les résultats de nos recherches dirigées dans ce sens. 

Nous avons fait nos expériences dans Jes conditions suivantes : 
chaque souche est ensemencée dans une série de ballons conte- 
nant 50 cm* du milieu de Long et portée a ] étuve a 38°. A des 
intervalles donnés, on préléve des fragments de voile dans un 
des ballons de chaque variante, on les pése et on les met en sus- 
pension, d’une part dans le milieu de Long neuf, d’autre part 
dans le milieu de Long qui a servi a la culture. Les mesures de 
la consommation d’oxygéne sont effectuées a4 38° au moyen de 
manométres de Barcroft-Warburg. Ces mesures sont accompa- 
gnées dans certains cas par des ensemencements sur milieu de 
Lowenstein ainsi que par des manipulations permettant d’établir 
le poids des bacilles secs. 


° 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juillet 1946. 
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I. — BaciLtLes TUBERCULEUX HUMAINS. 


Souche HR. — La souche HR, isolée et cultivée depuis plusieurs 
années sur pomme de terre glycérinée par Van Deinse, s’est 
dédoublée spontanément en deux variantes de virulence diffé- 
rente: l’une (A) étant sensiblement atténuée et l’autre (V) de 
virulence normale. 

Etant donné que les deux variantes de la souche HR ont été 
cultivées in vitro depuis plusieurs années on peut considérer 
qu’elles sont bien adaptées aux milieux artificiels. En outre nous 
les avons cultivées depuis plusieurs mois sur le milicu de Long 
que nous employons dans ces expériences. Néanmoins, nous cons- 
tatons toujours une multiplication bacillaire différente pour les 
deux variantes : elle est dans l’ensemble plus abondante pour la 
variante A. Par conséquent, le méme milieu est utilisé en tant 
que « matériel de construction » 4 un degré moindre par la 
variante V. D’autre part les mesures de la consommation d’oxygéne 
par la variante A nous ont fourni les résultats. suivants 

Consommation d’oxygéne par milligramme de bacilles secs et 
par heure. 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 
AGE DE LA CULTURE 
En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 

SUJOUNS,@ ju > 3,6 

PT ORUET SR GT! ie Poy Bala} 350 
PEVOUTS ak alan. ent 2,6 4,5 
37 HOW Sogn cm) 2.0 8c lal) 4,0 
405) OUTS 9 tee ate ein ar 41,4 0,7 
60 jours . . 4,0 0,3 


Les mesures respiratoires simultanées de la variante V donnent : 


SS SS SS SE SS SES A 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 
AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 


45 jours 5,0. 

23 JOUPSP aiemceeeae kee 5,4 5,3 
45S OUTS ata ten ee ee el 5.4 377 
60 jours . me 4,9 26 
75 jours . 4,4 10 
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Cette expérience montre que | intensité respiratoire des bacilles 
tuberculeux d’une méme espéce mais de variantes différentes peut 
varier et que ces changements ne sont pas exclusivement liés a la 
quantité de milieu consommé mais dépendent aussi de l’usage 
que les bacilles en font. Un bacille peut done consommer 4 la fois 
moins de milieu et respirer plus qu’un autre bacille appartenant 
a la méme espéce. 

Ceci semble étre dd aux besoins énergétiques différents des 
deux variantes. Puisque, pour la variante V la multiplication 
bacillaire est moindre et la consommation d’oxygéne plus impor- 
tante, la quantité de carbone bralé est donc également plus impor- 
tante. En d’autres termes, une quantité considérable de carbone 
que la variante A utilise en tant que « matériel de construction » 
lors de la multiplication bacillaire est, dans les mémes conditions, 
oxydée et rejetée sous forme de CO, par la variante V. 

D’ou la « respiration » plus grande de la variante V aux dépens 
dune méme quantité de milieu consommé. 

Souche 239 H. — La souche 239 H (de virulence élevée), a été 
repiquée plusieurs fois sur milieu de Long, de fagon qu’elle soit 
mieux adaptée aux conditions de nos expériences. 

Consommation d’oxygéne par milligramme de bacilles secs et 
par heure : 


| 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 
AGE DE LA CULTURE 
En milieu de Long neuf Kin milieu de Long usé 

45 jours 5,0 4,8 
DOM OUTSEE as cat eas hae 4,5 Spe 
ROM GUTS 9. Wersmetis - Goene ma, 4,3 M2 
45 jours Aart hie 38 Pate 0,7 
60 jours 0,2 0 


1 a eS 56 OS A I EE PRES EE Ee RR TST 
Souche RI : 
on ee 


MILLIMETRES CUBES D'OXYGENE CONSOMME 


AGE: DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 


—————————————— 


45 jours i 
PLY HOLTER 75 oy Ben) ag anes 5 
OMIOULS galls i steer Mil cn, ve u 
DR OULS Meee oie thle c= 0 
COMOUDSIE. sas sein (e014 0 
Ge 
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Souche N. — La souche N, récemment isolée, a été repiquée 
trois fois sur milieu de Long avant que ses mesures soient faites. 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 


AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 


a 


2) jours 
45 jours 
60 jours 


Souche L,. — La souche L, est une ‘souche lupique, d’origine 
humaine, trés atténuée. 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 


AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 
Ante OP TOMES ars een eae 4,0 4,0 
SO NOMES Srl? (orem ah eee 2,6 0,2 
DT FOURS a) (mee nue eu on = 4,0 0 
GOs OUTSI yoko *-oceet eee 0 0 


Ces expériences mettent en évidence les variations considérables 
de l’intensité respiratoire qui existent entre les différentes souches 
du bacille tuberculeux humain de méme Age, placées dans les 
mémes conditions d’études. . 


II. — Bacittes TUBERCULEUX BOVINS. 


Souche G. — La souche G, décrite par Van Deinse (1), a été 
dédoublée artificiellement en deux variantes de virulence diffé- 
rente : lune (A), aprés avoir subi 125 passages sur pomme de 
terre biliée, s est trouvée sensiblement atténuée, tandis que 
l'autre (V), conservée sur pomme de terre glycérinée ordinaire est 
restée de virulence normale. 

Les mesures respiratoires nous ont fourni les résultats suivants : 

Consommation d’oxygéne pour la variante A (par milligramme 
de bacilles secs et par heure). 


(1) Ces Annales, 1946, 72, 241. 
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MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 


AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 


—————— 


AIST OURS It ae cuecustatseie 8 
On OULS peers card) ak. be 7 
Som) OURSSeses orton ware vill: 3 
39 jours Senet ae 4 
45 jours 4 
60 jours 0 


Pour la variante V, nous avons obtenu les résultats suivants :' 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 
AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé § 
47 jours 6,7 6,7 
SOULS tam fa Se ee 6,4 5,9 
SA OUTS ety att 8 sO 5,1 5,4 
SS OMIONTS iceBar pce ss 2,8 2,0 
BOMTOULS putea 5 cee : 2,5 1,4 
GOmMOUuTSeLRe se) ba ' 0 0 


Bien que la valeur des mesures effectuées avec le manométre 
de Warburg ne puisse étre considérée comme absolue, la moyenne 
des variations respiratoires de ces deux variantes, établies par 
plusieurs essais, semble étre suffisante pour conclure que non 
seulement les échanges respiratoires d’une méme espéce varient 
selon les différentes souches, mais que le « caractére » respira- 
toire d’une méme souche peut changer plus ou moins lorsqu’elle 
a été cultivée auparavant dans.des conditions différentes, 

BCG. — Les mesures de la consommation d’oxygéne en fonction 
de l’Age de la culture, par milligramme de bacilles secs et par 
heure, nous ont fourni les résultats suivants : 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 


AGE DE LA CULTURE 


En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 
ABRTOUTS rere 5 ome gs ets 44,7 40,5 
20TFouTsiah os pers ee ON, 5,6 2,8 
SOMOUTS chdihygar at: oa 2,2 4,0 
45 jours Pay, ere Remon e vag 0,9 
60 jours 0 0 


—— aera aemenemeneaieateimnnsaeemtanmmeneneiammnen 


240 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Souche T. — Cette souche de virulence moyenne, a été isolée a 
partir d’un taureau. 
Consommation d’oxygéne par milligramme de bacilles secs et 
par heure : 


MILLIMETRES CUBES D’OXYGENE CONSOMME 


AGE DE LA CULTURE 
En milieu de Long neuf En milieu de Long usé 
20 jours ae ha ae 40,4 40,0 
BO TOURS Ps esi eo , 40,0 40,0 
SOWOULS ace eo gt ee 4,7 3,8 
GOAL O ULES caterer ian teeciie oas 2,3 1,0 


L’étude des différentes souches bovines montre également que 
des variations respiratoires profondes sont possibles dans cette 
espéce en fonction de ]’age de la culture. Ainsi, par exemple, la 
baisse des échanges respiratoires du BCG est sensiblement 
plus rapide que celle de la souche T. Les ensemencements simul- 
tanés sur le milieu de Lowenstein, nous permettent de conclure. 
que cette différence est essentiellement due a la mortalité bacil- 
laire incomparablement plus rapide dans le premier cas. 


ConcLusIons. . 

Les échanges respiratoires des bacilles tuberculeux varient non! 
seulement pour une méme espéce selon les souches, mais aussi 
pour une méme souche selon les conditions de végétation qui lui 
ont été imposées auparavant. Méme lorsque la consommation du 
milieu est aussi intense pour les deux souches de méme espéce, 
leur « respiration » peut néanmoins étre trés différente selon 


usage qu’elles font du milieu consommé. Les dépenses d’énergie 
exigées par la végétation étant différentes pour une méme espéce, 
selon les souches, les bacilles d’une souche peuvent fixer, lors de 


la multiplication plus abondante et en un méme laps de temps, 
plus de carbone que les bacilles d’une autre souche et par consé- 


quent former moins de CO, (consommer moins d’oxygéne) aux’ 


dépens d’une méme quantité du composé carboné. 


C’est ainsi que, dans certains cas, les variantes virulentes pour. 
former un méme poids de culture en un temps plus ou moins long,: 
détruisent plus de milieu (source carbonée) que les variantes atté- 
nuées, Cependant on ne peut conclure de ces recherches prélimi-. 


naires qu’un rapport direct d’ordre général existe entre la viru- 
lence et les échanges respiratoires du bacille de Koch. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L'INFLUENCE 
DE LVHYPOSULFITE DE SODIUM 
SUR QUELQUES GROUPES DE MICROORGANISMES 
UTILES DU SOL 


par YAO-TSENG-TCHAN (*). 


La pratique agricole introduit du S élémentaire dans le sol, sous 
forme d’engrais, ou sous forme de produits anticryptogamiques. 
La dose peut atteindre souvent 100 4 300 kg. par hectare. 

La transformation de ce S est réalisée par voie biologique au 
sein du sol (1). Nos connaissances actuelles sur cette question 
peuvent étre résumées ainsi : 

Le S élémentaire se transforme sous l’influence des micro- 
organismes, d’aburd en hyposulfite, puis en polythionate, enfin 
en sulfate. 

La terre contien{ parfois jusqu’é 300-700 mg. par kilogramme 
de S incomplétement oxydé qui peut exercer des actions biolo- 
giques sur les microorganismes du sol : 

a) Il favorise l’accumulation de ]’ammoniaque en paralysant 
plus ou moins complétement la nitrification. 

b) I] n’a aucune action nocive sur les protozoaires du sol. 

c) L’acide hyposulfureux est un agent destructeur des Spo- 
ranges d’hiver du Synchitrium endobioticum. 

De ces faits, on peut conclure que le S élémentaire exerce 
d’abord son action anticryptogamique. Son action continue a se 
faire sentir sur les microorganismes au cours de sa transforma- 
tion. Ce dernier point reste encore trés peu étudié. Dans le cycle 
de l’azote, l’influence de S incomplétement oxydé sur la nitrifi- 


(*) Ce mémoire est le résumé d’une thése de Doctorat és Sciences, 
Paris, 1945. Nous exprimons notre respectueuse gratitude 4 M. Tré- 
fouél, directeur de l'Institut Pasteur, qui a bien voulu accepter la publi- 
cation de ce travail. 

(1) Marzs, BouLtancer, BouLLancrer et Ducarpin, Demoton, NATHANSON, 
BEIJERINCK, JACOBSEN LiESKE, WaAxsMAN et Jorrre, Grxinc, G. BERTRAND 
et SmtpersTEm, BRioux et GUERBERT, Lipman, GUITTONNEAU, GUITTONNEAU 
et Kerinc, Brzampe et Prren, Roaca et Grynn, STARKEY. 
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cation est imparfaitement connue. On ignore le mécanisme d’action 
de Vhyposuifite sur les ferments nitrificateurs. L’influence que 
peut exercer cet élément sur les fixateurs de l’azote est inconnue. 
nee le cycle de carbone, enfin, aucun travail n’a été réa- 
sé. 

Nous nous sommes proposé d’étudier ces problémes avec les 
techniques modernes de la microbiologie du sol en tenant compte 
de la présence de |’ensemble de la flore microbienne et en nous 
limitant a \’influence de V’hyposulfite qui est le terme le plus 
réducteur des produits de transformation du S. 


AZOTOBACTER ET FIXATEURS D’AZOTE DU SOL. 


Essais PRELIMINAIRES. — Nous avons choisi la technique de la 
terre moulée de S. Winogradsky et Ziemiecka qui a ]’avantage 
de mettre nettement en évidence le processus qui doit se réaliser 
dans le sol lui-méme. Avec une terre pauvre en azote assimilable, 
Vincorporation de l’hyposulfite 4 raison de 0,5 p. 100 g. de terre, 
n’a aucune action sur la prolifération des Azotobacter. I] n’en est 
pas de méme quand la terre contient un peu d’azote assimilable. 
Quand on moule cette terre avec de la mannite, on voit sur sa 
surface quelques moisissures mélangées avec colonies d’Azoto- 
bacier. Si Von y ajoute 0,5 p. 100 d’hyposulfite, on assiste 4 une 
explosion de moisissure qui couvre entiérement la surface de la 
terre moulée sans laisser la moindre place aux Azotobacter. Mieux 
encore, si on n’y ajoute que l’hyposulfite sans matiére énergé- 
lique, les moisissures se développent trés abondamment. Les Azo- 
tobacter restent cependant bien vivants car l’ensemencement fait 
avec cette terre hyposulfitée sur du silico-gel donne des colonies 
normales. 


Essars QuANTITATIFs. — En variant la dose d’hyposulfite (0,5, 
0,25, 0.05, 0,02, 0,015, 0,01, 0,005 et 0,00), nous avons con- 
staté : 

i° Que les doses entre 0,5 et 0,025 favorisent les moisissures 
et les Clostridium (Fixateur anaérobie). 

2° Que le développement des Azotobacter est conditionné par 
la dose présente d’hyposulfite quand elle oscille entre 0,025 et 
0 p. 100 qui sont les doses limites compatibles avec le dévelop- 
pement des Azotobacter. Le fait est particuliérement net sur gra- 
phique (fig. 1). Il est logique de penser que l’hyposulfite rend le 
milieu plus réducteur, ce qui favorise les Clostridium. I] en va dif- 
féremment quand on veut essayer d’interpréter |’effet de l’hypo- 
sulfite sur le développement explosif des moisissures. Tout nous 
laisse supposer que l’azote assimilable joue un réle important. Mais 
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ceci n’exclut pas l’hypothese qui fait intervenir humus du ¢ol, 
attaquable par les moisissures surtout celui provenant de | oxy- 
dation de la cellulose. 

L’hyposulfite introduit dans le sol favorise-t-il la combustion de 
Vhumus du sol par les moisissures? Cette fagon de voir. est 
appuyée par le fai que nous avons signalé : quand on introduit 
Vhyposulfite dans le sol sans y ajouter de matiére ternaire, on 
assiste & un développement rapide et abondant des moisissures. 
Il faut vérifier ’hypothése par des faits expérimentaux. 

a) On introduit une certaine quantité d’hyposulfite dans la terre 
et on suit la disparition de l’hyposulfite et des polythionates (for- 


S.,.0,Nap.SH,0 


NPre ses Colonies 


Fires de 


més aux dépens de l’hyposulfite) par des titrages a lode (tech- 
nique que nous avons mise au point qui consiste a faire une 
extraction par CaCl, 4 10 p. 100 du S incomplétement oxydé. .On 


titre directement I’hyposulfite par Viode N/100 et les polythio-, 
nates aprés une hydrolyse par KOH). Le développement des Azo-. 


tobacter est suivi par la technique de terre moulée. Nous consta- 
tons que : 

L’hyposulfite incorporé au sol diminue d’abord trés_ vite, 
presque en totalité, puis le phénoméne se ralentit. Pendant cette 
derniére période, l’Azotobacter reste inactif jusqu’a ce que le 
taux d’hyposulfite ait atteint 0,0065 p. 100. Chiffre qui correspond 


assez bien avec la quantité que nous avons déterminée antérieure- 


ment (entre 0,02 et 0,005 p. 100). 
b) On prépare des plaques de silico-gel imprégnées avec le 


milieu de Winogradsky additionné de doses variables de nitrate. 


(comme source d’azote combiné). L’ensemencement est fait avec 
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des grains de terre. Le tableau suivant résume les résultats 
obtenus, 


a= Témoins sans §,03Na,, 5(H,0.) 
= Contenant 0,45 g. S,0,Nao, 5(H.O) par plaque de 40 cm. 


| Se 


NITRATE EN MILLIGRAMMES 


0 1 3 8 
a | b a b a 6 a 6 
48 heures. . -| 76,2|58.2] 84 | 44,7] 90,5] 47,8 | 47,6 | 27,4 | 27,25 | 24,5 
8 jours .. .| 76,2]58,2| 68 57,5) 0 0 0 0 0 0 


V. B.: Le tableau représente le pourcentage de grains de terre donnant une colonie 
d'Azotobacler aprés quarente-huit heures et huit jours. Les 0 indiquent la régression des 
colonies d’Azotobacter. 


* CALCUL DES ERREURS EXPERIMENTALES. — On trouve « a » don- 
nant 76,2 p. 100 et « b » donnant 58,2. Si on transporte les grains 
stériles sur un milieu sans hyposulfite, on obtient encore des colo- 
mies. En totalisant les deux portions, on trouve alors b=68 p. 100 ; 
la différence a— b = 8 p. 100, donc l’erreur est trés faible pour 
une expérience biologique. De toute fagon ce tableau montre : 

1° Que les plaques contenant de l’hyposulfite donnent toujours 
un nombre inférieur de colonies d’Azotobacter ; nombre d’autant 
plus faible que la dose d’hyposulfite est plus élevée. 

2° Ow il y a freinage du développement des Azotobacter. 

Pour nous assurer qu’il n’y a pas de souche d’Azotobacter 
spécialement sensible 4 l’hyposulfite, nous avons isolé des souches 
a partir des grains restés stériles sur milieu b. Ces souches pures 
sont ensuites éprouvées avec des doses élevées d’hyposulfite allant 
jusqu’&a 10 p. 100. Nous n’avons constaté aucune souffrance de 
leur part. 

3° On a répété la méme expérience avec 3 mg. d’humus par 
plaque. Les résultats sont identiques. Ceci nous permet d’éliminer 
le facteur « humus ». 

Pour résoudre définitivement ce probléme, nous avons procédé 
& deux expériences réalisées au sein du sol. On ajoute au sol 
des nitrates, ou bien on laisse la terre s’enrichir naturellement 
en azote combiné assimilable en la maintenant a une’ température 
et une humidité convenables. 

Avec ]’addition de nitrate, A un taux variable entre 0 et 200 mg., 
on assiste, suivant la teneur en nitrate (en présence de 0,5 p. 100 
@hyposulfite) a l’apparition d’Azotobacter, puis, de quelques 
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moisissures et, enfin, avec une dose de 50 mg. p. 100 de terre de 
moisissures seules 

En enrichissant la terre en azote combiné en la maintenant 
& 20° et a 25 p. 10 d’humidité, on voit, au bout de quinze jours, 
gu’elle devient assez riche en azote assimilable. Une fois moulée, 
elle donne un mélange d’Azotobacter et de moisissures. A ce 
moment, l’addition de l’hyposulfite provoque la dominance absolue 
des moisissures. 

Nous avons constaté d’autre part que : 

la toxicité de l’hyposulfite est nulle quand on utilise la mannite 
comme élément énergétique. La dose maximum utilisée est de 
10 p. 100 (culture pure) ; 

le rendement de la fixation de l’azote n’est pas affecté par 
Vhyposulfite ni la synthése de l’ammoniaque ; 

enfin, l’alcool ou le succinate de Na deviennent peu utilisables 
par les Azotobacter en présence d’hyposulfite. 


Conciusion. — Aussi bien dans le sol que dans une culture pure, 
Vhyposulfite n’a ranifesté aucune action bactéricide vis-a-vis des 
Azotobacter. Son action inhibitrice se manifeste quand on remplace 
la mannite par |’alcool ou le succinate. 

Dans la terre, |’action d’hyposulfite se manifeste surtout en pré- 
sence d’un peu d’azote combiné en déclenchant la pullulation 
rapide des moisissures qui empéchent |’Azotobacter de proliférer. 
Dans une terre traitée par le S élémentaire, on peut assister a 
Vapparition d’Azotobacter au moment ot l’hyposulfite a compléte- 
ment disparu. Ceci prive les fixateurs d’une partie de leurs ali- 
ments et entraine une perte d’azote pour le sol. 


LA NITRIFACTION : FERMENTS NITREUX. 


Winogradsky a bien démontré que la nitrification de |’ammo- 
niaque se fait en deux étapes : la phase nitreuse et la phase 
nitrique. Nos expériences se limitent 4 la nitritation qui condi- 
tionne Ja niiratation. Le probléme a été étudié par Guitonneau. 
Mais il n’a pas indiqué si l’hyposulfite est toxique on inhibiteur 
pour les nitrificateurs. Nous avons repris ce probléme sous trois 
formes. 

1° Toxicité de !’hyposulfite. 

2° Influence de I’hyposulfite sur ]’équilibre de la flore du sol. 

3° Mode d’action de l’hyposulfite sur les ferments nitreux. 


EssAIs PRELIMINAIRES SUR DES PLAQUES DE SILICO-GEL. — En 
imprégnant avec la solution de Winogradsky des plaques de 
20 cm. de diamétre additionnées de 5 cm’ d’une solution d’hypo- 
sulfite de sodium a 9,398 p. 100, on obtient ua milieu appelé HNa. 
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On remplace le sulfate d’Am. et le S,0,Na, par 5 cm® de 
S,0O, Am, 45,6 p. 100 pour obtenir le milieu HAm. Le milieu de 
Winogradsky constitue le témoin W. 

Sur les milieux W, HNa, HAm, nous avons ensemencé des 
terres de grande culture, de forét, de prairie, un terreau et une 
boue activée, puis suivi réguliérement |’évolution des plaques. 
Aprés un a deux mois a 30° C. on enléve les grains n’ayant pas 
donné de colonie nitreuse sur HNa et HAm pour les transporter 
sur le milieu W. Si ces grains donnent des colonies nitreuses on 
en tient compte pour établir le tableau suivant : 


as | ef | | ee | 


Terre Grignon I. . . ¢ 

Terre Grignon Il. . 54 66 66 38 60 
POIPeAW.cs, sere |e 85 82 83 34 83 
Praivigness 6- ie: 80 64 718 42 18 
PORéL re cos 2 60 44 58 30 50 
Boue activée .... 100 400 100 400 400 


NV. B.: Les totaux indiquent la somme des colonies nitreuses apparues sur HNa ou 
HAm. plus les colonies obtenues sur le milieu W issues des grains stériles des milieux 
hyposulfités. 


Ce tableau montre bien que Vhyposulfite 4 la dose que nous 
avons utilisée n’est pas toxique car les grains restés stériles soit 
sur HAm, ou sur HNa peuvent donner des colonies nitreuses 
une fois transportés sur W. D’autant plus significatif que le 
nombre total des colonies issues de HAm ou HNa et des grains 
stériles (sur ces derniers) tranportés sur W concorde avec le 
nombre trouvé directement par l’ensemencement direct sur W. 
On remarque que ces grains stériles donnent plus rapidement des 
colonies que les grains de terre ensemencés directement sur W. 

Voici un cas parmi d’autres. 


SOUS. Fon er See! 3 6 42 43 48 34 jours. 
EUV it A dR NY SO 0 3 6 20 42 59 colonies. 
RVAINNSUEP Windscreens 0 42 41 58 58 58 colonies. 


Ceci montre qu’il y a une sorte d’activité des ferments nitreux 
en présence de |’hyposulfite sans qu’ils soient cependant capables 
de donner des colonies. 


EXAMEN MICROSCOPIQUE DES COLONIES. — Aprés coloration des 
préparations par le violet sulfo, l’examen microscopique nous 
révéle une augmentation trés nette du nombre de Nitrosocystis 
dans un milieu contenant de Vhyposulfite par rapport a celui 
obtenu dans le milieu de Winogradsky. 
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Voici quelques résultats : 


MELANGE . ae : 
Nitrosocystis Nitrosomonas Nitrosocystis 
et Wilrosomonas p- 100 
- 100 


Grignon I (HNa). . 
Grignon I (HAm). . 
Terreau 


Dans les échantillons de prairie et de forét, on note une domi- 
nance des Nitrosocystis. 

Il y a toujours des germes étrangers mélangés aux ferments 
spécifiques. Ces germes de souillure sont parfois tellement nom- 
breux qu’on a l’impression que ce sont les ferments nitreux qui 
constituent des impuretés. Par des épreuves chimiques, nous avons 
décelé la présence importante d’acide nitreux et de sulfate de 
Ca (2). 


EvoLuTIon DES PLAQuES. — Les plaques W répondent exactement 
a la description de Winogradsky, aujourd’hui classique. Les 
milieux HNa, HAm, donnent, en général, aprés quatre a 
cing jours d’incubation, des zones colorées en jaune ou jaune 
orange, tirant sur la couleur brique ou simplement l]égérement 
transparentes. L’examen microscopique montre des microbes de 
formes variées. L’épreuve chimique indique la présence d’hypo- 
sulfite seulement. Aprés deux semaines, ces zones s’étendent par- 
fois jusqu’a 2 cm’, certains grains de terre laissent apparaitre 
un peu de gel nu autour d’eux. Les zones _périphériques 
contiennent toujours des bacilles, tandis qu’au centre, il y a un 
mélange de ferments nitreux et de bacilles. L’hyposulfite a presque 
complétement disparu et Vacide nitreux commence a faire son 
apparition, cependant, la zone périphérique ne contient toujours 
que de V’hyposulfite. Les jours qui suivent confirment ces obser- 
vations mais le gel se couvre d’une couche de cristaux de SO,Ca. 

La nitrification est done possible en présence d’hyposulfite a 
la concentration que nous avons indiquée et non bactéricide. 
L’apparition des colonies nitreuses coincide avec la disparition de 
V’hyposulfite. Ces résultats semblent & premiére vue en contra- 
diction avec ceux obtenus par Guittonneau. Nous verrons comment 
Vexpliquer. 


(2) Pour rechercher le $O4Ca, on utilise le réactif composé de (NO,)Hg 
et CH,-COOH. 


Pour l’acide nitreux, on a recours au réactif de Griess car le réactif 
de Tromsdorff est inutilisable en présence de l’hyposulfite. 


MICROORGANISMES. UTILES DU SOL 249 


Cependant il est a préciser 

1° Existe-i-il des ferments nitreux capables de se neeloen 
en présence d’hyposulfite ? 

2° Quel est le role des microbes, autre que les ferments nitreux 
qui pullulent sur Jes milieux HNa et HAm ? 

3° Pourquoi les grains de terre inactifs sur les milieux: hypo- 
sulfités deviennent- ils plus actifs quand on les transporte sur. le 
milieu W ? 

Pour résoudre ces problémes, il faut opérer avec des ferments 
nitreux purs et avoir a sa disposition une méthode de dosage de 
nitrite en présence d’hyposulfite. 


DosacE DES NITRITES. — La présence d’hyposulfite complique le 
dosage. Nous avons choisi la méthode de Griess adaptée aux condi- 
tions spéciales de nos expériences. D’aprés nos études prélimi- 
nares, nous précisons : 

1° Avec le photométre de Meunier, le filtre bleu est le plus sen- 
sible pour nos dosages. 

2° On ne doit effectuer la mesure que quinze minutes aprés' la 
diazotation. 

3° L’hyposulfite est oxydé par I N/200 avant la diazotation en 
tétrathionate, stable en milieu acide. 

4° L’hyposulfite ne réduit pas spontanément Jes nitrites. 

Voici la technique : Diluer 1 cm* de culture dans 49 cm* d’eau 
bidistillée ; prélever 5 cm® et oxyder V’hyposulfite par I N/200 
sans excés. Dans une fiole jaugée de 50 cm® ajouter 25 cm* d’eau 
distillée et 1 cm* de solution A. 


SolutionvAt-sAcide sulfamilique’s . 623. 275 i eee Seeks 0,5 g. 
Acideracetionie My/Al0 a0 oy meaty och oe 450 cm’. 


Chauffer au bain marie jusqu’a 80° et ajouter 1 cm* de solu- 
tion B. 


Solution Bi: a naphtylamine...-...... OF tea. 
Hausdistilisenirunie coo ens ie 4 20 cm’ } Filtrer. 
ACID ETACOUOUCN I/O tai ce, hyena 450 cm’ 


La mesure de coloration se fait aprés quinze minutes. 
La sensibilité est 0,1 y pour 10 divisions de photomeéetre. 


IsoLEMENT DES SOUCHES PURES DE FERMENTS NITREUX. — L’isole- 
ment de souches pures, suivant la conception de Winogradsky, 
s’obtient facilement sur le milieu type W. II n’en est pas de 
méme sur les milieux HAm et HNa. Une dilution jusqu’a 10—° 
ne donne aucune satisfaction. L’apparition de colonies nitreuses 
dans ces conditions est toujours précédée par un changement, 
soit de coloration, soit de l’aspect du gel. Des souches dites pures 
sur milieu de W ne conservent pas leur pureté sur un milieu 
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HNa. Mieux encore, les milieux HNa peuvent étre contaminés 
spontanément. La dilution classique en milieu liquide stérilisé a 
Vautoclave sans hyposulfite ne donne aucun succes. 

La technique de Boullanger et Massol n’a pas pu vaincre les 
difficultés. La micromanipulation (la technique de Bretey et Bro- 
waeys) n’apporte pas plus de chance de réussite (avec les milieux 
liquides). Ces difficultés sont rencontrées par Winogradsky, Wim- 
mer, Henfalt, Ronberit et Nelson. 

Pour les surmonter et établir une méthode d’isolement, nous 
avons été obligé de chercher une base nouvelle. On ensemence 
une fiole contenant du milieu liquide de Winogradsky et une 
plaque de silico-gel avec une souche dite pure. Aprés plusieurs 
jours, on constate que les colonies sur silico-gel restent remar- 
quablement pures tandis que le milieu liquide est largement conta- 
miné par des bactéries. Il suffit de cultiver ces ferments sur un 
milieu solide stérile, avec les plaques de siloco-gel stérilisées 
(suivant notre technique) par une irradiation a Vultra-violet et 
imprégnées aseptiquement. 

De fait, nous avons pu obtenir dans ces conditions dés la pre- 
miére dilution (jusqu’A 10—5) des souches absolument pures. La 
culture, en partant d’une seule cellule avec la micromanipulation 
devient trés facile. L’entretien se fait sur un milieu liquide stérile. 
Pour nos expériences, nous avons choisi une souche isolée par 
le micromanipulateur en partant d’une colonie de Nitrosomonas. 
Ses caractéres ont été déterminés aussi bien a l'état pur qu’a 
Pétat pseudo-pur. 


Caractgres. — Colonie sur silico-gel : assez grosse, rem- 
plie de liquide, avec une auréole jaune quand elle est jeune et 
séche quand elle est agée. ‘Le gel nu est mat. 

Morphologie : Monas de taille 2x 1,3 a 1,5 ». Les cellules se 
détachent tres bien quand elles sont jeunes. 


Physiologie : pH optimum 7,4 7,8. 


DOAN a gs 5,2-6,4 6,2-6,6 7,87,2 7,4-7,8 8,6-8,8 9,1-9,2 
Activité p. 400. 48 57 68 100 60 58 


Cette souche peut ¢tre identifiée 4 la souche « d » de Wino- 
gradsky. 


VERIFICATION DE L’ACTION DE L’HYPOSULFITE SUR LA CULTURE 
purE. — Dans les conditions optima de culture, nous avons pu 
verifier que la croissance (appréciée par la numération des germes 
sur des plaques de silico-gel) et la production de nitrite (dosage 
colorimétrique) marchent parallélement (avec une semence tres 
jeune agée de cing jours). Si on ajoute de l’hyposulfite de sodium 


MICROORGANISMES UTILES DU SOL 251 


a la culture, il se produit des modifications que nous avons tra- 
duites par la courbe suivante (fig. 2). 


/ 


N 


—OoO-—_o——_ 
COURBE DE cRoOI SSANCE 


-@e-—-<-— ” ‘ NO, 


20: Na $4.0) So 


Fig 2 — Les deux courbes sont semblables, cependant la croissance est tou- 
jours plus rapide que la formation de nitrite. Par exemple, a la concentration 
de 0,6 p. 100 d’hyposulfite, la croissance & déja atteint 10 p. 100, tandis que la 
formation de nitrite est restée pratiquement nulle (1,2 p. 100). A 5 p. 400 
dhyposulfite la croissance est & 50 p. 100 environ mais la nitritation n'est 
que de 20 p. 4100. 


Comparons nos résultats obtenus par la culture spontanée sur 
des plaques de silico-gel. La concentration (en hyposulfite) 
n’atteint ici que 2,30 p. 1.000; pourtant les ferments nitreux 
n’ont pas pu dissoudre de CO*Ca. Rapportons a notre courbe, la 
production 4 cette dose, en nitrite a déja atteint 80 p. 100 envi- 
ron. Le désaccord peut étre expliqué par : 

1° Une trop forte différence entre la quantité de semence 
Sur les plaques, les grains de terre n’apportent parfois qu’une 
seule cellule nitreuse, tandis que dans les fioles on a introduit 
80 x 10° cellules. 

2° Les ferments qui viennent de quitter le sol n’ont pas les 
mémes propriétés que notre souche entretenue par repiquage en 
série a l’état pur. Leur sensibilité vis-a-vis des hyposulfites a 
vraisemblablement varié. Néanmoins, nos essais montrent que 
les ferments nitreux sont capables de se multiplier en présence 
d’une certame quantité d’hyposulfite. La production de nitrite 
est ralentie. L’activité acquise par les grains durant leur séjour 
sur les plaques hyposulfitées peut étre expliquée par une crois- 
sance lente des jerments nitreux. La production de nitrite étant 
freinée la dissolution de CO*Ca n’a pas eu lieu. 

Pour élucider le réle des bacilles qui pullulent sur les plaques 
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hyposulfitées avec les ferments nitreux nous les avons isolés et 
étudiés. Ce sont des bacilles autotrophes facultatifs capables 
d’oxyder rapidement l’hyposulfite en sulfate. Leur réle doit étre 
de débarrasser le sol de l’hyposulfite qu’il peut contenir, favori- 
sant ainsi ]’action des nitrificateurs. 

Nous avons résumé dans le graphique ci-joint les résultats de 
nos expériences qui vérifient bien cette hypothése. 


NO* EN DIVISION DU 
PHOT OME TRE 


Not 
120 
110 sree NOD 
~~ 
100 
x NCD 
20 
80 
b pean’ NeS 
70 : i aes 
s a--4--* 
“ (od 
60 
2 4 4 
6 8 10 12 14 yours 
Fig. 3. 
Courbe 1. — Représente la marche normale d’une nitritation. 


; Courbe 2s = Représente la marche normale d’une nitritation 
jusqu'au quatriéme jour. L’addition d’hyposulfite arréte la nitritation. 


Courbe 3. — La production de nitrite est inhibée par l’hyposulfite mais l’ense- 
mencement d’un bacille oxydant d’hyposulfite détruit le dernier et la nitritation 
reprend normalement. 


Courbe 4. — Représente l inhibition de la nitritation par ’hyposulfite. 


Ces résultats sont assez nets pour permettre de conclure que 
ces bacilles jouent un réle de préparateur de terrain. 


INFLUENCE DE L’HYPOSULFITE SUR LE PH OPTIMUM DES FERMENTS: 
NITREUX. — Les expériences faites avec 7 p. 1.000 de thiosulfate 
montrent que l’hyposulfite ne fait qu’accentuer l’influence du pH 
et l’optimum est passé de 7,0-7,2 4 7,4-7,8. Les propriétés de notre 
souche sont done modifiées et ceci confirme l’hypothése émise 
pour expliquer le désaccord entre la culture spontanée et la 
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culture pure en présence de différentes doses d’hyposulfite. , 
D’autre part, Gaarder et Hagen ont voulu classer les nitrificateurs 
d’aprés leur zone de pH. Winogradski montra que ce critérium 
nest pas suffisant 4 lui seul pour établir une classification et nous 
pouvons affirmer que les zones optima de pH pour une souche 
(issue d’une seule cellule) bien déterminée peuvent se modifier 
au cours de la culture. 


ConcLusion. — Les observations de Guittonneau sont exactes 
quand la terre n’arrive pas 4 se débarrasser assez vite de l’hypo- 
sulfite qu’elle contient. L’hyposulfite n’agit pas comme un poison 
dans le sol. Si le sol contient assez de ferments oxydant l’hypo- 
sulfite, on doit assister 4 un arrét momentané de la nitrification 
suivi d’une activité plus grande des ferments nitrificateurs car 
ils peuvent se multiplier lentement en présence de thiosulfate en 
attendant que ce dernier disparaisse. 

La culture pure des ferments nitreux n’est pas favorable pour 
V’étude du phénoméne au sein du sol. Cependant elle permet 
d’obtenir des informations supplémentaires qui compleétent les 
résultats fournis par la méthode directe. 

Dans la nature. Vhyposulfite provoque une augmentation de 
Nitrosocystis. Le kyste des cystes joue-t-il le réle de filtre pro- 
tecteur (contre l|’hyposulfite) comme le suppose H. Winogradsky ? 


LES MICROBES CELLULOLYTIQUES. 


EFFET GLOBAL DE L’HYPOSULFITE SUR LES CELLULOLYTIQUES DANS LE 
sot. — Winogradsky a montré que les microbes cellulolytiques 
aérobies oxydent la cellulose en une matiére colloidale pouvant 
étre assimilée 4 l’humus du sol. Il suffit de doser humus du sol 
pour suivre l’action des microbes cellulolytiques. 

Four doser l’humus correctement en présence de thiosulfate il 
faut prendre des précautions spéciales. L’attaque par HCl du cal- 
caire du sol qu’on préconise dans les analyses de |’humus peut 
décomposer l’hyposulfite et met en liberté le S élémentaire, ce 
qui fausse le résultat au moment de l’oxydation par le KMnO*. 
Pour tourner cette difficulté on extrait d’abord l’hyposulfite et les 
polythionates par la CaCl’. On les dose ainsi par la méme occa- 
sion. La terre épuisée permet alors d’effectuer le dosage par la 
méthode internationale. 

Avec une série de 5 lots de terre 4 30 p. 100 d’humidité répartis 
comme suit : 

Premier lot : témoin; température, 25°C. 

Deuxiéme lot : 0,5 p. 100 d’hyposulfite ; température, 25°C. 

Troisiéme lot : 0,5 p. 100 d’hyposulfite, 0,5 p. 100 papier filtre 
finement broyé ; température, 25°C. 
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Quatriéme lot : 0,5 p. 100 papier filtre finement broyé ; tempé- 


rature, 25°C. 


Cinquiéme lot : 1 p. 100 d’hyposulfite ; température, 25°C. _ 
Nous avons obtenu des résultats résumés dans les tableaux sui- 


vants : 


Humus en milligrammes pour 200 g. de terre. 


40,5 0 9,8 
IG Cee USE O = 8 Se 40,3 10 9 9,8 S 
3°'0,5 p. 400 S803 + papier. .| 10,3 40.7 40 10,7 12,5 
£°'0:5 paplon > Sis- seeds 10,6 4203 42 #325 43,4 
Be4p.400S707. 2.2... 10,4 40 9 9 8,2 
Evolution de lhyposulfite dans le sol. 
Ss LOTS 
JOUR 
| i 
0 ( 180 181 0 358 S203 
@ peg a | 0 0 0 0 Thionate. 
\ 40 9 0 40 $70? 
2 Se cane a 1 400 98 0 247 Thionate. 
\ A'2. 8,5 0 i 23a 5-3 
SE as a 1 80 100 0 | 230 Thiouate. 
1S ( 3 4 0 | 10 s*o* 
oy 45 30 0 esa Thionate. 
20 { 2 4 0 / 8 S*0* 
: { 40 7 0 | 82 Thionate. 
a ( 0,5 0,3 0 0,7 $03 
Bagh OP o eee pa ome ! 5 4 0 30 Thionate. 
| | 


Nous avons également prélevé des grains de terre du lot 3 et les 
avons ensemencés sur une boite de silico-ge] papier. Les résultats 
sont résumés dans Je tableau ci-aprés : 


Pourcentage de grains fertiles 


S*08 (I N/100) 
Humus 


0 5 10 
81 bh 40 
180 40 42 
10,3 | 40,7] 40,5 


| 20 25 
wears 
84 87 
2 0,5 
12 412.5 


— 
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D’une part, il y a une chute trés nette du pourcentage des 
grains fertiles et une diminution de Vhumus; d’autre part, il y a 
un changement profond de la flore cellulolytique. 


MODIFICATION DE LA FLORE CELLULOLYTIQUE. — Avant l’introduc- 
tion de V’hyposulfite, notre terre contenait 34 p. 100 de Cytophaga 
(rouge, orange, jaune) et 53 p. 100 de formes mobiles (jaune, 
eréme ; la forme verte est absente). Aprés l’addition de Vhypo- 
sulfite, au cinquiéme jour, on n’a plus que 1 p. 100 de cellulo- 
lytiques mobiles (couleur jaune), les restants sont des Cytophaga ; 
on remarque que le Cytophaga rouge a disparu. A partir du 
dixiéme jour, il n’y a plus de formes mobiles (seuls les Cyto- 
phaga jaune orange) existent. Les moisissures font leur appa- 
rition dés le cinquiéme jour. Les formes mobiles cédent donc leur 
place aux formes immobiles et aux moisissures. 


CAUSE DE LA MODIFICATION DE LA FLORE. — Nous avons isolé des 
souches pures de cellulolytiques (sur des plaques stérilisées a 
ultra-violet pour nous débarrasser des microbes capables 
d@oxyder V’hyposulfite). Ces souches pures de cellulolytiques Cyto- 
phaga et Cellvibrio sont ensemencées sur des plaques de silico-gel 
stériles imprégnées avec des doses croissantes d’hyposulfite. Aprés 
quatre jours de culture, on les repique sur un milieu sans thio- 
sulfate. Les résultats sont résumés dans les tableaux suivants. 


Culture sur silico-gel hyposulfité. 


S,0;Na_ 5{H20) 


; | | j 
| 0 p. 1.000 |0,5 p. 1.000] 1 p. 1.000 | 5 p. 1 000 | 40 p. 1.000 


Cette série d’expériences montre d’une facon netie qu’il y a une 
différence de résistance trés grande suivant les souches. En effet, 
parmi les Cytophaga, le. C. Lutea est le plus résistant. Il est méme 
capable de se multiplier en présence de 1 p. 1.000 de thiosulfate, 
tandis que les autres ne peuvent pas se développer quand la dose 
de S20? a dépassé 0,5 p. 1.000. D’autre part, une durée de quatre 
jours en présence d’hyposulfite tue les microbes cellulolytiques 
sauf les Cytophaga lutea et Cytophaga hutchinsont qui résistent 
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Culture repiquée aprés quatre jours sur silico-gel hyposulfité. 


eT, 


§,0;Na. 5 (H,0) 


0,5 p. 1 000 1 p. 1.000 5 p. 1.000 10 p. 1.000 
CUE cAUT RNS oie iret + <b = 2 
(CORD FORT Dic ee radar + oe je ae 
CUERTUE Skee rap ogee, = + ap aie ge 
COLES TURIN OR 2 ees” rae + oe — — 
Oelliitcints (ees « + as — = 


méme a une dose de 10 p. 1.000. Done la modification de la 
flore cellulolytique du sol est due a la toxicité de Phyposulfite. 
Les formes mobiles étant tuées, les Cytophaga se développent 
d’une facon exclusive quand l’hyposulfite a disparu dans le sol. 
Pour vérifier notre hypothése, nous avons ensemencé les diffé- 
rentes souches de cellulolytiques sur des plaques contenant 
5 p. 1.000 d’hyposulfite. On ajoute en méme temps un bacille 
capable d’oxyder l’hyposulfite en sulfate. Seuls les C. hutchinsont 
et lutea ont donné des cultures positives aprés respectivement huit 
et dix jours d’incubation. Les autres souches sont tuées par 
Vhyposulfite avant que ce dernier soit oxydé par les bacilles. 


Conctusion. — L’hyposulfite exerce une action toxique vis- 
a-vis des cellulolytiques du sol. I arréte la formation d’humus et 
modifie la flore cellulolytique de la terre. Les champignons sont 
favorisés. Ils peuvent entraver les actions des cellulolytiques dans 
le sol. Les microbes oxydant l’hyposulfite préparent le terrain en 
transformant le thiosulfate en sulfate inoffensif. 


CONCLUSION GENERALE. 
AU POINT DE VUE AGRO-MICROBIOLOGIQUE. 


1° AzoToBACTER EY CLostRIpIUM. — a) Les anaérobies sont net- 
tement favorisés, par suite d’un abaissement de rl{ du sol, par 
la présence d’un réducteur (hyposulfite). 

b) L’hyposulfite ne géne les fixateurs d’azote qu’A condition 
qu'il y ait une trace d’azote combiné. I] favorise dans ce cas les 
moisissures qui brilent rapidement la matiére énergétique ct la 
lerre ne peut plus bénéficier de cette source d’azote. D’autre 
part, une plaque de terre moulée donne, aprés quarante-huit 
heures, des moisissures et beaucoup de Clostridium ; on doit 
penser a la présence d’hyposulfite, si la terre a recu du S élé- 
mentaire. On ne doit conclure 4 un exces d’azote qu’apres avoir 
recherché vainement l’hyposulfite par V’extraction a Cl2Ca. 


Sama 
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2° FerMENTs NITREUX. — a) Ils sont capables de se développer 
en présence d’hyposulfite 4 condition que ce dernier ne soit pas 
en grande quantité. 

b) Les Nitrosocystis semblent moins génés par les ions S?20* 
car. on voit leur nombre nettement augmenté quand le sol 
conlient de Vhyposulfite. La présence de nombreux Nitrosocystis 
nest plus un indice du sol pauvre. 

c) La culture pure de ferment nitreux ne peut pas donner des 
conclusions valables pour le sol mais elle permet de fournir des 
indications sur les phénoménes qui se déroulent dans la terre. 
Les cultures pures peuvent modifier leur propriété biochimique. 
Ainsi on voit une augmentation. de résistance vis-a-vis des 
ions S?O* et un élargissement de leur zone de pH. 

53° FERMENTS CELLULOLYTIQUES. — L’hyposulfite est un poison 
pour les formes mobiles et n’est plus qu’un inhibiteur pour les 
Cytophaga. La résistance des ferments vis-a-vis de ]’hyposulfite 
est trés variable suivant les espéces. La présence des ions S?0* 
dans le sol peut modifier la flore cellulolytique. Ainsi on ne peut 
plus considérer la dominance des Cytophaga comme indice d’une 
terre mal tenue, car la flore du sol traité avec du S est géné- 
ralement dominée par ceux-ci. 


4° BaciLLEs OXYDANT L’HYPOSULFITE. — Ce sont des microbes 
zymogenes du sol dont la pullulation est provoquée par Vhypo- 
sulfite. Ils ’oxydent en sulfate stable pour permettre aux Azoto- 
bacter, nitrificateurs et cellulolytiques d’entrer en action. 


AU POINT DE VUE AGRONOMIQUE. — Depuis la fixation de l’azote 
moléculaire jusqu’& son utilisation. par les microbes celluloly- 
tiques, Vhyposulfite exerce une action néfaste sur le cycle de 
Vazote. Dans le sol qui a recu un traitement par S élémentaire, 
on trouve 50 4a 700 mg. par kilogramme d’hyposulfite et de 
soufre incomplétement oxydé. Vis-a-vis des microorganismes 
l’hyposulfite exerce son action néfaste 4 une dose généralement 
inférieure. [Pour les fixateurs (82 mg.). Pour les ferments 
nitreux et les cellulolytiques (480 mg. et 160 mg.)] Guitonneau 
et ses collaborateurs ont montré que le sol peut garder le soufre 
incomplétement oxydé pendant plus de trois mois, Cette période 
correspond généralement a celle de maximum d’activité des 
plantes et des microorganismes. Il y a ainsi une perte considé- 
rable pour l’économie de la terre. Peut-on y remédier ? On peut 
envisager l’incorporation du S dans le fumier qui le transfor- 
mera en thiosulfate, alors il y aura une multiplication intense 
de micro-organisme oxydant Vhyposulfite. Quand on répandra 
ce fumier sur la terre on ensemencera en méme temps le so] avec 
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des microbes capables d’attaquer le S, les hyposulfites et les 
autres dérivés oxygénés de ce métalloide. Le S n’est pas perdu. 
I] sera utilisé par les plantes comme un engrais soufré que les 
cultivateurs négligent maiheureusement trop souvent. Ainsi le 
sol serait richement pourvu de ces microorganismes qui arrivent 
a oxyder rapidement l’hyposulfite formé par suite d’un traitement 
anticryplogamique et on peut économiser un temps précieux pour 
les autres groupes de microorganismes qui travaillent utilement 
pour lagriculture. 


CONTROLE DE L'EFFICACITE DES VACCINATIONS 
ANTITYPHO-PARATYPHOIDIQUES : 
LE TEST DE SERO-PROTECTION (’). 


par A. BONNEFOI et Mm J. GRABAR. 


(Service des vaccins. Institut Pasteur.) 


L’efficacité de la vaccination antitypho-paratyphoidique a été 
amplement démontrée par les résultats obtenus au cours des trente 
derniéres années. En particulier, la double épreuve des deux 
guerres mondiales de 1914-1918 et 1939-1945 au cours desquelles 
des dizaines de millions d’hommes vaccinés furent mobilisés, 
vécurent dans des conditions anormales et extrémement pénibles, 
est une expérience capitale. Une contre épreuve nous est donnée 
par l’observation de certaines épidémies, ot la majorité des sujets 
atteints furent des femmes, des enfants et des hommes n’ayant pas 
été soumis 4 lobligation du service militaire, et non vaccinés. 

Si le principe de la valeur de Ja vaccination antitypho-paraty- 
phoidique est généralement reconnu, nous nous devons malgré 
tout d’en rechercher constamment |’ amélioration. Nous pouvons y 
arriver de plusieurs fagons : par un choix judicieux des souches, 
en tirant profit des connaissances aujourd’hui acquises sur la 
composition antigénique de ces germes [2], en introduisant dans les 
vaccins des espéces plus nombreuses, en perfectionnant les tech- 
niques d’obtention des émulsions, et enfin, en usant de la meilleure 
voie d’introduction des vaccins dans l’organisme. Lorsque nous 
reconnaissons plus haut la valeur de la vaccination antitypho- 
paratyphoidique, nous pensons vaccination par voie parentérale, 
avec des préparations de conceptions d’ailleurs différentes. La 
valeur des divers vaccins par voie buccale, n’a pas été, 4 notre 
connaissance, autant démonirée. 

De quels moyens disposons-nous actuellement pour déterminer 
la valeur d’une vaccination ? La recherche des agglutinines, utilisée 
par ailleurs, en clinique comme test de diagnotic d’une infection, 
témoigne d’une réponse de |’organisme 4 V’introduction de corps 
microbiens. Si, nous le verrons, il existe, le plus fréquemment, un 
parallélisme entre le taux dagelutination d’un sérum et son pou- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, Séance du 4 juillet 1946. 
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voir protecteur, le phénoméne n’est pas absolu. Et nous ne sau- 
rions conclure a immunisation d’un sujet parce que son serum 
posséde des. agglutinines 4 un taux, élevé. La persistance des 
agglutinines dans le sérum est plus longue que ne l’indiquaient 
Chalier et Ledru [3], mais leur disparition ne coincide pas avec 
une cessation de l’immunité. Ces auteurs n’accordent pas plus de 
valeur aux sensibilisatrices, opsonines, etc. Ils citent de nombreux 
chercheurs (J. Courmont et Rochaix, Tribondeau et H. Vincent) 
qui, avant eux, avaient abouti aux mémes conclusions. 

Agglutination et immunité ne sont pas liées pour Grinnell [5], 
Perry, Findlay et Bensted [410], et ceci ressort aussi d’un impor- 
tant travail américain effectué sous le controle de Siler [43]. Tout 
récemment, Longfellow et Luippold [7] au cours d’une étude sur 
l’immunisation contre les fiévres typho-paratyphoidiques, ont cons- 
taté qu’un vaccin préparé a l’aide d’un germe protége |’animal 
contre ce seul germe, mais engendre également des agglutinines 
contre des germes hétérologues. Ce fait démontre, une fois de plus, 
que la présence d’agglulinines dans un sérum n’est pas synonyme 
de pouvoir protecteur. 

Chalier et Ledru concluent qu’il n’existe aucun critére biolo- 
gique de l’immunité. Ils ne font toutefois pas mention du test de 
séro-protection. 


SERO-PROTECTION. — Ce test nous apparait avoir une tout autre 
valeur que les critéres précédents pour la détermination de l’immu- 
nité. Siler et ses collaborateurs [43] ont poursuivi une expérience 
a grande échelle, 4 l'aide de ce test. Leurs examens ont porté sur 
prés de 300 individus, vaccinés 4 Vaide de vaccins divers. 

Le principe de cette épreuve est, le suivant : Un lot de souris 
recoit, par voie intrapéritonéale, 0,5 cm* du sérum a éprouver ; 
une demi-heure plus tard, les souris recoivent, de méme qu’un 
lot de témoins, plusieurs D. M. M. de I’émulsion microbienne. 
I] doit y avoir survie de ces derniéres si le sérum protége, c’est- 
a-dire si l’individu est immunisé, et mort des témoins. 

Disons dés maintenant que le bacille typhique, pas plus que 
le bacille paratyphique B, n’est naturellement pathogéne pour 
la souris. Il faut done craindre une action toxique lorsqu’on 
injecte des doses qui peuvent atteindre plusieurs centaines de 
millions de germes, pour certaines souches. 

Certains auteurs, pour éliminer cette action toxique possible, 
adjoigneni: 4 l’émulsion bactérienne virulente, de la mucine, ce 
qui augmente considérablement le pouvoir pathogéne des germes, 
et permet diuser d’émulsions bien moins riches en germes. 
Rake [44], Boivin [4], Siler [43] ont ainsi procédé, 

Pour d’autres, cette adjonction de mucine n’est pas a recom- 
mander (Kauffmann [6], Orskow [8, 9]). Ce dernier reconnait 
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a la mucine le pouvoir de freiner la phagocytose et la bactério- 
lyse. De plus, par elle-méme, la mucine donne une trés forte 
pro-immunité. bo 


-RecHeRcHEs PERSONNELLEs. — Nous nous sommes proposé de 
vérifier : 1° Si le principe d’une vaccination est valable, et quelle 
est la durée moyenne de ]’immunité acquise ; 2° Chez l’individu 
isolé, s’il est réellement vacciné. Certains sujets ne s’immunisent 
pas ou mal contre certains germes. Ce fait est bien connu, et ne 
doit pas faire conclure 4 une défaillance de la méthode. 

Nous rapportons ici la technique suivie et les résultats obtenus 
pour un certain nombre de sérums. Des expériences de contréle 
portant sur un nombre-plus élevé de sujets sont en cours. 

Nous avons recherché parallélement, sur le sérum des sujets 
vaccinés, le taux d’agglutination et le pouvoir protecteur. 


RECHERCHE DES AGGLUTININES. — [La technique a été deécrite 
précédemment [4]. Nous rappelons simplement que le prin- 
cipe de la méthode consiste en l’emploi d’émulsions séparées et 
spécifigues H et O de bacilles d’Eberth et de bacilles para- 
typhiques. Chez les sujets vaccinés [4], le taux des aggluti- 
nines O est, aprés quelques semaines, nul ou souvent bas (rare- 
ment au-dessus du 1/100) alors que le taux des agglutinines H se 
maintient parfois élevé, de nombreuses années. 


TEST DE SERO-PROTECTION. — Nous avons suivi la_tchnique 
d’Orskow, sans adjonction de mucine. La dose minima mortelle 
(D. M. M.) oscille pour les souches Watson ou Ty2 autour de 
75 & 100 millions de germes, chiffre retrouvé par d’autres auteurs 
et en particulier par Siler. Ces deux souches sont généralement 
utilisées par les chercheurs. Nous avons essayé de trés nom- 
breuses autres souches, pourtant riches en antigéne Vi, mais la 
D. M. M. demeurait de l’ordre de plusieurs centaines de millions. 


La souche sélectionnée (Ty, par ex.) dont la D.M.M. a été vérifiée 
} nouveau avant l’expérience, est ensemencée sur gélose ascite ou 
gélose ordinaire. Aprés un séjour de dix-huit heures a l’étuve a 37°, 
on recueille les germes dans de l’eau physiologique. Nous déterminons 
la teneur microbienne de l’émulsion a l’aide de 1’électrophotométre 
de Meunier et de courbes étalons [2]. On dilue alors au taux désiré. 
Avant l’injection A l’animal, 1’émulsion est portée a 37°. 


Nous n’usons pas de culture en bouillon. Nous avons vérifié 
4 maintes reprises, que le bouillon seul pouvait étre toxique pour 
l’animal. 


Trecuniour. — Un premier lot de souris recoit 0,5 cm* de sérum du . 
sujet vacciné, par voie intrapéritonéale. Une demi-heure plus tard ces 
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animaux, de méme que 5 souris témoins, regoivent 0,5 cm* de 1’émul- 
sion microbienne contenant 3 4 6 D. M. M. 

Nous avons, a plusieurs reprises, vérifié une action possible de sérum 
seul. Les souris supportent trés bien l’injection de sérum humain ou 
de lapin a la dose utilisée et nous avons supprimé ce contrdle du sérum. 

Le taux limite du pouvoir protecteur du sérum peut ¢tre établi en 
opérant sur plusieurs lots de souris, par injection de doses décroissantes 
de sérum. 

Les souris sont suivies pendant cinq jours. Les souris témoins 
meurent ordinairement dans les vingt-quatre-quarante-huit heures. 


Il peut se présenter plusieurs éveniualités : 

1° Les témoins et les souris ayant regu le sérum meurent en 
méme temps: pas de protection ; 

2° Les témoins meurent; celles ayant regu le sérum ne preé- 
senlent aucun trouble : protection ; 

3° Les témoins meurent ; celles ayant recu le sérum réagissent; 
Yanimal est prostré, le poil hérissé, mais les troubles régressent 
et l’état redevient normal : protection ; 

4° Les témoins meurent; une partie des souris-sérum meurt, 
Vautre survit : protection partielle. 

A Vautopsie nous retrouvons chez les animaux morts dans les 
vingt-quatre heures, les lésions décrites par Reilly [42] : dilatation 
des vaisseaux lymphatiques mésentériques et des vaisseaux 
sanguins. 

Si la mort survient aprés quarante-huit heures, on note une 
tuméfaction de la partie iléo-ccecale, une congestion de la rate 
et du foie; les ganglions mésentériques peuvent atteindre la 
grosseur d’une téte d’épingle. 

La présence de bacilles dans le sang est observée dans les 
premiéres quarante-huit heures, il y a une pullulation micro- 
bienne intense dans certains cas, fait observé par Orskow et 
Kauffmann [8] qui indique une virulence de la souche. 


Résuttats. — Nous rapportons un certain nombre des cas 
examinés (voir tableau). 

1° 12 sujets furent vaccinés en aotit 1944 avec le vaccin D. T. 
TAB : un prélévement de sérum fut effectué deux mois plus tard 
(octobre 1944). Le taux des agglutinines O est nul ou atteint le 
1/100; celui des agglutinines H pour le bacille d’Eberth et le 
bacille paratyphique B est en moyenne 1/500 — 1/1.000; pour 
le bacille paratyphique A, le taux d’agglutination ne dépasse pas, 
s'il existe, le 1/100 (cela tient 4 deux causes : proportion moindre 
de bacilles paratyphiques A dans le vaccin et emploi de souches 
anciennes ; depuis les souches ont été renouvelées). 

Le sérma éprouvé permet une survie de la totalité des souris 
pour certains sérums, de 4 sur 5 pour d’autres; alors que les 
témoins sont tous morts ou une seule survie ; 
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2° L’examen de sérums de sujets vaccinés a des dales diverses, . 
certains depuis neuf, six ou cing ans, montra une persistance, : 
parfois élevée, des agglutinines H; la disparition des aggluti-. 
nines O; le pouvoir protecteur existe ; 

3° Le sérum d’un sujet ayant recu du lipo-vaccin en 192/7, ne, 
posséde plus d’agglutinines ; le pouvoir protecteur existe ; 

4° Deux sérums de malades furent aussi étudiés. Le premier 
avait contracté une fiévre typhoide, il y a trente- -cling ans; pas’ 
d’agglutinines, mais pouvoir séro-protecteur. Le second presen 
tait depuis le début de la maladie des agglutinines a un taux bas.’ 
Le pouvoir protecteur, recherché pendant la convalescence, ' 
existe. 


Discussions DES RESULTATs. — Pour les sujets vaccinés. 
récemment, l’agglutination et le pouvoir séro-protecteur vont de, 
pair. Lorsque la vaccination est plus ancienne, le taux des agglu-' 
tinines, élevé dans certains cas, peut tomber a zéro; mais le. 
pouvoir séro-protecteur persiste trés net. Quant aux sérums des, 
malades, ils protégent fortement, alors que les agglutinines ont 
disparu. 

Le test de séro-protection, utilisé largement par certains | 
auteurs étrangers, et par nous-mémes, pour les cas rapportés ici, | 
et dans d’autres expériences importantes qui sont en cours, | 
permet de vérifier ’immunité acquise aprés la vaccination. Avec) 
le recul du temps, et pratiqué en série sur un nombre considé-. 
rable d’individus, il nous permettra de déterminer la durée 
moyenne de l’immunité: Siler et ses collaborateurs [43] ont: 
constaté une persistance de l’immunité aprés deux ans; leurs: 
contréles se poursuivent. | 

L’efficacité des différentes préparations vaccinales pourrait! 
étre éprouvée. La technique décrite peut permettre un titrage 
précis du pouvoir protecteur du sérum. On recherchera la quan- 
tité minima de sérum qui est encore active, c’est-d-dire qui neu-: 
tralise ’émulsion microbienne virulente injectée a Vanimal. 
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SUR LA PROPRIETE ET LA NATURE DE LA LACCASE 


par M. Dipigr BERTRAND. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Chimie biologique.) 


Depuis la découverte de la premiere des oxydases : la lac- 
case (1) en 1894, par Gabriel Bertrand [4] et les recherches de ce 
savant, relativement peu de travaux ont été effectués en partant 
d’une source telle qu’on puisse dire n’avoir travaillé que sur la 
laccase et non sur un mélange complexe. On voit en effet beau- 
coup trop souvent confondre la notion de pureté diastasique, 
arbitrairement repérée par une action plus ou moins forte, avec 


(1) Dans une communication a la Société Chimique de Tokio, en 1883, 
passée inapercue, y compris de Gabriel Bertrand qui n’en eut connais- 
sance qu’aprés ses premiéres publications, Hikoruko Yoshida conclut 
qu’il devait y avoir un ferment soluble oxydant dans |’Urushi (extrait 
du Rhus vernicifera) mais il n’en n’a pas donné de démonstration et 
n’avait pas pensé que le phénoméne sur lequel il s’appuyait pouvait 
s’expliquer par l’intervention d’une diastase ordinaire et que ses expé- 
riences sont plus favorables A cette derniére hypothése qu’a celle d’une 
oxydase (voir l’historique complet de la question des oxydases dans 
BERTRAND (Gabriel), Arch. Phys., 1896, 5° série, 8, 223). 

Depuis Hikoruko Yoshida, de nombreux auteurs ont cru pouvoir 
faire la démonstration de la présence d’oxydases en se basant unique- 
ment sur des variations de colorations de jus & l’air. Une telle facon 
de faire est erronée, en effet, si la laccase, par exemple, oxyde l’acide 
ascorbique sans donner lieu a la moindre coloration, par contre cer- 
taines substances une fois libérées des cellules ot elles se trouvent 
protégées, peuvent se colorer en l’absence de toute diastase et méme 
de l’oxygéne. Par exemple a partir de dioxyphénylalanine et surtout 
d’adrénaline & partir du stade d’adrénochrome ou plutét d’oxo-adréno- 
chrome et de composés analogues [2, 3]. Certains auteurs ont aussi 
cru que des oxydases agissaient sur des composants d’un jus complexe 
simplement parce que le jus se colorait A l’air, oubliant que méme si 
une oxydase se trouvait dans de telles préparations le fait qu’elle oxyde 
certains composants en donnant des produits colorés ne prouve nulle- 
ment qu’elle agisse sur d’autres. 

I] est donc absolument nécessaire de prouver l’intervention de l’oxy- 
gene et l’on peut rappeler & ce sujet que pour faciliter cette démons- 
tration, Gabriel Bertrand avait imaginé un tube spécial, qu’il n’a décrit 
qu’en 1912 [4] et qui, actuellement construit avec un rodage est uni- 
versellement connu sous le nom de tube de Thunberg. 


® 
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celle de pureté de laction diastasique (spécificité), si bien qu'un 
certain nombre d’auteurs, ayant obtenu des préparations tres 
actives, ont cru en toute bonne foi gue |’action de telles prépa- 
rations correspondait 4 une diastase alors qu’en réalité ils opé- 
raient sur des mélanges plus ou moins complexes. A titre 
d’exemple, on sait actuellement que le jus de pomme de terre 
contient : de la laccase, de la catécholoxydase, de l’acide ascor- 
bique oxydase (de Diemar et Zerban), de la tyrosinase, de la 
(ou des) peroxydase et, suivant le mode de préparation suivi, 
l’on obtient un mélange plus ou moins riche en l’un ou l’autre 
de ces constituants, mais jusqu’ici aucun a l’état pur a partir 
dune telle source. 

Cette derniére remarque est trés importante pour la laccase 
qui, trés répandue dans la nature, est trés difficile a séparer des 
autres oxydases, ainsi que l’avait déja montré Gabriel Ber- 
trand [5] (2) en 1896. La laccase est, en effet, trés fortement 
absorbée par les gommes et par les protéines, mais avec une 
intensité variable suivant la nature et l'état de celles-ci. En partant 
des végétaux on la retrouve dans |’extrait aqueux, ce qui n'a 
pas leu a partir des tissus animaux, Mais méme en partant de 
végétaux, la lacease se trouve dans des fractions variables des 
préparations, suivant l’origine du matériel. Ainsi en partant de 
Rhus succedanea (arbre) on la retrouve au début de Ja purifica- 
tion dans le précipité alcoolique, alors qu’en partant de Russala 
delica (champignon) elle est dans la fraction alcoolique [5]. Done 
le fait qu’a partir de deux sources différentes, l’activité oxyda- 
sique se retrouve lors de la purification dans des fractions 
diverses, ne permet pas de dire comme il ]’a été écrit, qu'il s’agit 
de deux diastases distinctes. 

Cette absorption par la gomme du Rhus est trés forte, a tel 
point que lélectrophorése ne permet pas la séparation de la 
laccase qui, comme nous le verrons plus loin, peut étre obtenue 
par un autre processus. Comme le suc de Rhus, méme aprés 
fractionnement préalable par l’alcool, contient encore différents 
constituants et que Labsorption de la laccase par ces différents 
constituants est différente, il est bien évident que |électropho- 
rése (3) donne diverses fractions plus ou moins riches en cette 
oxydase. Mais toutes les fractions ainsi obtenues qui contiennent 


(2) Il y a dans le mémoire de la Société Chimique une regrettable 
erreur d’impression (qui n’existe pas dans les C. R. Acad. Sci., 1896, 
423, 463, ni dans Bull, Mus. Hist. Nat., 1896, 2, 358) et qui fait penser 
que la tyrosinase obtenue agit assez fortement sur l’hydroquinone alors 
qu’il n’en est rien. Il faut, en effet, lire : p. 1220, ligne 19 : « 1 est 
4 4.500 » au Jieu de « 1 est A 4, soit 500 ». 

(3) Effectué avec le dispositit de MM. Macnesosur et Monxrer [25]. 
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de la laccase contiennent aussi de la gomme, les plus riches étant 
les plus riches en gomme. Les expériences n’ont été faites 
qu’entre pH 4,7 et 8,1 parce que pour des pH plus forts ou 
plus faibles la destruction (plus ou moins rapide) de la laccase 
entrave les expériences. Le maximum de fractions est obtenu a 
pH 6,25, on en obtient alors 6 dont 3 qui se suivent contiennent 
seules la laccase ; la concentration maximum est dans la fraction 
qui se trouve 4 mi-chemin de I]’anode et de la cathode. 

QOuels sont dans ces conditions les critéres qui permettent de 
dire que l’on a affaire a la laccase ? Comme on n’a pas encore 
obtenu de produit pur, on doit prendre comme caractéres de 
cette oxydase ceux qui ont été donnés par Gabriel] Bertrand [6] 
en partant de la laque du Rhus succedanea (L.), arbre de la 
famille des Anarcardiacées, et qui ne contient ni tyrosinase, ou 
autre oxydase agissant sur les monophénols, ni catécholoxydase. 

La laccase agissant a des vitesses différentes [7] et 4 des pH 
différents [8] sur les o- et les p-diphénols, on pourrait craindre 
qu'il ne s’agisse d’un mélange, mais jusqu’ici et dans toutes les 
préparations obtenues, ces caractéres restant constants qualita- 
tivement et quantitativement, obligeant 4 considérer que du point 
de vue expérimental il ne s’agit que d’une seule diastase. 

Keilin et Mann [9] partant de la laque de Rhus succedanea (L.) 
ont, en 1939, obtenu une préparation de laccase trés active, 
riche en cuivre et ont pensé que le QO? (4) de la laccase pure 
devait étre d’environ 40.000 avec la p-phénylénediamine, cette 
oxydase élant une protéine-cuivre contenant environ 0,34 p. 100 
de ce métal. Résultat déduit a partir d'une préparation ayant 
un QO? effectif de 18.000. Or, Gabriel Bertrand [40] avait, en 
1897, démontré que le manganése joue un réle capital dans la 
lacease, dont il serait, a trés faible concentration, ]’un des cons- 
tituants ; introduisant a cette occasion explicitement la notion 
de co-diastase. I] avait en outre établi que le manganése ne 
parait utilement remplacable par aucun autre métal, et il avait 
essayé le fer, aluminium, le cuivre, le zinc, le cérium, le cal- 
cium, le magnésium et le potassium (5). 

Un échantillon de laccase séche provenant de ce travail et qui 
m’avait été donné par Gabriel Bertrand, ne contenant que des 


(4) Le QO? est défini comme étant le nombre de millimétres cubes 
d’oxygéne absorbé en une heure par milligramme de produit sec, 
a pH et a T donnés (calculé sur la quantité absorbée en deux minutes). 

(5) Les erreurs étant fréquentes a cette époque dans le Bul. Soc. 
Chim., le mémoire publié dans cette revue comporte p. 623, ligne 6, 
une erreur. I] faut lire : 3) avec la laccase additionnée de Mn... 6,3 
(au lieu de 0,3). Cette faute d’impression n’existe naturellement pas 
dans : C. R. Acad. Sci., 1897, 124, 1032, ni dans Bull. Mus. Hist. Nat. 1897, 
3. 173. 
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quantités de cuivre a peine décelables par le spectrographe, il 
m’a paru nécessaire de reprendre la préparation de la laccase 
« pure » surtout quand on sait l’extraordinaire pouvoir de capta- 
tion des protéines pour le cuivre, méme Aa travers un sac de 
collodion, ainsi que l’ont montré Macheboeuf et Viscontini [44] 
et les relativement grandes quantités de ce métal qui existent 
dans les poussiéres de laboratoire [42] ainsi que dans les 
réactifs. 

A condition d’opérer trés rapidement (au plus quarante-huit 
heures) et a température inféricure a 10°, la technique suivante, 
dont le principe seul est rappelé ici [43], permet d’obtenir des 
préparations de laccase ayant les mémes propriétés que celles 
de la laccase de Gabriel Bertrand et qui, si elles ne sont certai- 
nement pas pures, dépassent de loin en activité toutes les prépa- 
rations obtenues jusqu’ici. On fractionne la laque brute du Rhus 
succedanea par l’alcool, puis par une solution de sulfate d’am- 
moniaque. Aprés dialyse sous pression, on fait une adsorption 
sélective, dans des conditions déterminées, par un gel récent de 
phosphate tricalcique, puis on redialyse 4 sec sous pression. Le 
rendement global est d’environ 6 p. 100 de l’activité diastasique 
totale utilisée. L’activité du produit ainsi obtenu varie un peu 
suivant les conditions et la rapidité opératoire. De telles prépa- 
rations s’altérent en effet trés vite et perdent la majeure partie de 
leur activité en quelques jours, pour devenir ensuite plus stables. 
Le produit le plus actif ainsi obtenu titrait 181.000 unités Fleury 
[contre environ 10.000 pour Jes préparations de ce savant {44, 15], 
son QO? est de 50.000 pour lhydroquinone & pH de 6,7 
et non de 6,2 comme il est imprimé dans le mémoire, loc. cit.] 
et de 72.400 pour la p-phénylénediamine, contre 18.000 pour la 
laccase obtenue effectivement par Keilin et Mann. Or, une telle 
préparation ne contenait qu’un pourcentage de culvre compris 
entre 0,025 p. 100 et 0,04 p. 100. D’autre part, son activité ne 
varie pas quand on lui ajoute du cuivre soit sous forme de 
sulfate, soit sous la forme sous laquelle se trouve ce métal quand 
on fait bouillir l’eau dans un récipient contenant des copeaux 
de cuivre, forme trés active au point de vue catalytique sur les 
polyphénols. On ne peut done pas dire que la laccase contienne 
du cuivre comme constituant co-diastasique, contrairement au 
manganése qui existe toujours dans ces préparations $1 
actives (6) et dont le rédle avait été démontré par Gabriel Ber- 


(6) Ne disposant pas d’assez de produit (Ja totalité des résultats 
exposés a été en effet effectuée a partir d’environ 400 g. de loque brute) 
le dosage du Mn n’a pas été fait, mais le spectre d’émission montre 
en dehors des raies ultimes, lo présence de nombreuses raies du man- 


ganése. 
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trand [40] non seulement, comme nous l’avons dit, en établissant 
un rapport entre l’activité de ses préparations et leur pour 100 
en Mn, mais aussi ayant réussi & obtenir une préparation pauvre 
en Mn et peu active, ce savant avait montré que Vactivité 
augmente considérablement par addition d’une petite quantité de 
sel de Mn, alors que le Cu, entre autres, n’avait aucune action. 


Comme dés 1897 ce méme savant [46] avait montré que les sels 
manganeux avaient par eux-mémes une activité oxydante vis-a- 
vis de Vhydroquinone, certains auteurs (Dony-Hénault, Wolff, 
Hugouneng et Loiseleur [47]) ont cru préparer des laccases arti- 
ficielles en adsorbant des sels manganeux sur certains colloides. 
Mais contrairement a ce que l’on trouve écrit, on n’a pas le droit 
de considérer que la synthése partielle de laccase puisse étre 
considérée comme réalisée. En effet lactivité de telles prépara- 
tions, qui est inférieure a celles de certains sels (tels le succinate 
de Mn) est au plus de l’ordre du millioniéme de celle de la 
laccase la plus active obtenue jusqu’ici. D’autre part, quand on 
fait varier le pH de la préparation artificielle, Pactivité croit en 
méme temps que celui-ci, sans passer par aucun maximum, 
contrairement a la laccase dont lactivité n’existe qu’entre cer- 
taines limites et passe par un maximum trés accentué. 

Si lon est donc assez bien renseigné sur la nature de la 
co-diastase de la laccase, il n’en est pas de méme pour l’apodia- 
stase. Dés 1895, Gabriel Bertrand [48] avait pensé qu’elle pouvait 
étre de nature protéinique. Suminokura en 1930 [49] suppose 
quelle renferme un dérivé d’héme et en 1940 Keilin et Mann [20], 
ne pouvant séparer la laccase d’une matiére colorante bleue, ont 
supposé que celle-ci entrait dans la composition de cette oxydase. 
Ce dernier point est infirmé par mes propres recherches, car si 
en effet cette substance bleue est trés difficile A séparer de la 
laccase, on peut y.arriver sans altérer l’activité de la préparation 
(loc. ett. [43]) et, d’autre part, l’activité n’a aucun rapport avec 
la concentration en cette substance (idem) qui m’a paru ake un 
dérivé cuprique. 

Quand on fait le spectre d’absorption ultra-violet de solution 
de laccase insuffisamment purifiée, celui-ci ne révele que la 
bande attribuée aux protéines (en fait typique d’acides aminés 
cycliques). Par contre, (fig. 1), avec un produit d’AD 151.000 
(soit un QO? de 60.500 pour la p-phénylénediamine), on voit 


A ks . 
apparaitre deux nouvelles bandes avec maximum en 2.650 A el 


2.870 A. Si bien que l’apo-diastase, si elle ne renferme pas 
d’héme, n’est pas forcément de nature protéinique. Ces spectres 
prouvent d’ailleurs que toute la protéine du produit trés actif ne 
rentre pas dans la constitution de la diastase (méme en admettant 
quil en soit ainsi, le calcul montre que la plus grande partie 


ee 
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{ 
des protéines de la laque brute ne rentre pas dans la constitution 
de la laccase). 
Ouand on éltudie l’activité de la laccase en fonction de la tem- 
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pérature, on voit qu’entre 20 et 35° cette oxydase suit la loi de 
Van T’Hoff et Arrhénius. L’optimum se placant a 39° (fig. 2). 
Des 1907, Gabriel Bertrand [24] avait étudi¢ Vinfluence des 


ia) 


acides. Les courbes d’activité en fonction du pli (fig. 8) (8, 22] 
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me 


prouvent que le p-diphénol et la p-phénylénediamine sont oxydés 
par la laccase avec un pH optimum de 6,25-6,35 alors que les 
composés ortho correspondants le sont pour un pH de 6,7. Or, 
c’est aussi le pH optimum d’action de la’ laccase sur l’acide 
ascorbique (Didier Bertrand [28)). 

Le fait que, sans s’identifier A l’acide ascorbique-oxydase de 
Diemar et Zerban, la laccase agisse directement sur l’acide 
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ascorbique est trés important car cette oxydase est beaucoup plus 
répandue chez les végétaux (Gabriel Bertrand avait déja montré 
sa présence générale chez ceux-ci dés 1895, [24]) que celle de 
Diemar et Zerban ou que le systéme de Keilin : o-diphénol, plus 
catécholoxydase, qui agit en tant qu’acide ascorbique-oxydase. 
Ce fait a aussi un autre intérét : celui de prouver que l’action 
de la _laccase n’est pas limitée aux polyphénols ou polyphe- 
nylamines et que par suite on n’a pas le droit de la désigner. sous 
appellation restreinte et erronée de polyphénoloxydase. On 
pourrait objecter que l’acide ascorbique a, pour des raisons chi- 
muiques, été rapproché des o-diphénols par Szent-Gyérgyi et ses 
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collaborateurs [25] (7), mais j’ai pu montrer que la laccase oxyde 
directement la benzidine [22] et ses dérivés, fait dont il faut tenir 
compte étant donné l’emploi de ces substances pour la recherche 
des peroxydases (8). 

Si Pon peut encore rapprocher la benzidine des phényléne- 
diamines, il n’en est cette fois plus de méme du cytochrome C. 
Des savants japonais (K. Shibata [27], T. Mori, K. Okanuki, 
E. Yakushigi [28]) avaient cru pouvoir montrer qu’une preépara- 
lion oxydasique obtenue a partir d’un champignon oxydait direc- 
tement le cytochrome C. Leurs expériences ont été reprises et 
critiquées par Keilin [29] qui n’a pu retrouver le méme résultat, 
puis par Graubar [80] qui, a partir d’un autre champignon, 
retrouve les résultats des savants japonais. Aucune de ces expé- 
riences ‘ne permettait de conclure nettement s’il s’agissait d’une 
action diastasique ou simplement catalytique, comme le pensait 
Keilin. Or, la laccase agit directement sur le cytochrome C 
réduit [33]. Il faut toutefois faire remarquer que l’on n’est pas 
encore en droit d’identifier la laccase a la cytochrome-oxydase. 
En effet, la laccase ne s’identifie ni avec l’acide ascorbique- 
oxydase de Diemar et Zerban, ni a la catécholoxydase de Keilin, 
quoiqu’elle ait les mémes effets que ces deux oxydases, prouvant 
ainsi, s’il en était encore besoin, que les processus naturels sont 
multiples. 
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Séance du 4 juillet 1946. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


ACTION ANTIBIOTIQUE, NON SPECIFIQUE, 
DE FILTRATS 
DE QUELQUES MICROBES PATHOGENES /N V/TRO 


par Me AITOFF. 


Ii y a plus de vingt ans que Besredka, en étudiant les propriétés des fil- 
trats de cultures microbiennes développées en milieu liquide et vieil- 
lies par un séjour prolongé 4 l’étuve, avait constaté leur action inhibi- 
tive par rapport aux microbes qui s’y étaient développés. Cette action 
qu il croyait strictement spécifique était attribuée a l’épuisement du mi- 
lieu (« milieu vacciné » de Pasteur). Pour désigner ces fillrats, Besredka 
avait adopté le nom d’Antivirus, terme général] qui, d’aprés lui, pouvait 
aussi bien s’adresser aux microbes qu’a leurs toxines ou A des virus 
filtrables. 

Or, Besredka avait étudié les propriétés des Antivirus, filtrats prépa- 
rés avec des cultures microbiennes sur bouillon Martin, milieu trés 
riche en matiéres nutritives, dans lequel de petites différences de déve- 
loppement pouvaient facilement passer inapercues.¢ 

Nous avons depuis plusieurs années répété les expériences de Besredka 
en variant les milieux de cultures. En partie, nous y avons été obligée 
pendant les années de guerre et d’occupation, faute de viande. Nous 
avons employé des extraits de viande, Kub ou Liebig, des tourteaux 
d’organes et, enfin, des autolysats de levure de biére et de boulangeriec. 

J’ai pu constater que le pouvoir inhibitif avec les nouveaux milieux 
non seulement n’avait pas diminué, mais était devenu plus énergique. 

J’ai essayé divers milieux de culture et celui qui s’est avéré posséder 
Vaction inhibitive Ja plus énergique a été l’autolysat de levure de bou- 
langerie A 2,5 p. 100 glucosé 4 0,1 p. 100, ajusté a pH = 7,4 
Avec ce milieu, j’ai étudié les filtrats de Staphylocoques, de Streptoco- 
ques, de Colibacilles et de bacilles pyocyaniques. Les microbes étaient en- 
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semencés et laissés & l’étuve 4 37° pendant dix & quinze jours. Aprés ce 
laps de temps, la culture était fillrée sur bougie Chamberland L,. 

Une série de tubes était remplie avec 4 cm® de filtrat. On ensemen- 
cait chacun d’eux avec une quantité décroissante de culture micro- 
bienne. Un tube contenant 4 cm* de milieu de culture (bouillon ou 
autolysat) servait de témoin et était ensemencé avec la plus petite 
quantité de culture. Les tubes étaient mis a l’étuve et examinés au 
bout de vingt-quatre et quarante-huit heures. La culture qui servait 
a Vensemencement était une culture de vingt-quatre heures sur milieu 
liquide. 

Chaque filtrat était ensemencé avec différents microbes : Staphyloco- 
ques, Streptocoques, Entérocoques, Bacilles d’Hoffmann, Bacilles Sub- 
tilis, Colibacille et Bacille pyocyanique. 

D’ordinaire, au bout de vingt-quatre heures, seul le témoin donnait 
une culture normale. Quelquefois, le premier tube, qui contenait une 
quantité de culture trente fois supérieure 4 celle du témoin, montrait 
un trouble a peine perceptible, d’autres fois, les microbes s’y amas- 
saient en agglutinats. Au bout de quarante-huit heures, le second tube 
donnait rarement une trace de culture, tandis que tous les autres tubes 
restaient clairs. 

Ce qui m’a paru surtout intéressant, c’est que l’action inhibitive ne 
se manifeste pas seulement par rapport au microbe avec lequel le filtrat 
avait été obtenu, mais agit aussi énergiquement et méme plus énergi- 
quement sur d’autres microbes, tant Gram positifs que Gram négatifs. 
C’est un nouvel exemple d’antagonisme microbien. 

Au bout de quarante-huit ou soixante-douze heures, on pratiquait un 
repiquage massif du contenu de tous les tubes, aussi bien de ceux qui 
avaient donné lieu 4 des cultures que de ceux qui étaient restés clairs. 

Je prendrai comme exemple, dont je joins le tableau, le filtrat de 
Staphylocoque. Ensemencés avec une culture de Staphylocoques, aprés 
vingt-quatre heures 4 ]’étuve aucun des tubes, sauf le témoin, n’a 
poussé. Aprés quarante-huit heures, le premier tube montre une 
culture 4 peine perceptible. Les autres tubes restent clairs. Par contre, 
le repiquage des trois premiers tubes donne une culture positive. 

Le Bacille pyocyanique ensemencé dans le filtrat du Staphylocoque ne 
donne lieu 4 aucune culture, méme aprés quarante-huit heures de séjour 
a l’étuve. Ici aussi, le repiquage est positif. Par contre, le Streptocoque 
et le Bacille d’Hoffmann, qui donnent tous les deux une culture a peine 
perceptible dans le premier tube, ne se laissent pas repiquer. 

L’action du filtrat de Staphylocoque est donc bactéricide pour cer- 
- tains microbes et bactériostatique seulement pour d’autres. 

Le filtrat de Streptocoque est bactériostatique pour le Staphylocoque 
et l’Entérocoque, mais bactéricide pour le Colibacille, le Pyocyanique et 
Je Bacille d’Hoffmann. 

Nous avons préparé une gélose & base de filtrat colibacillaire. Les cul- 
tures de Staphylocoques, de Pyocyaniques, de B. subtilis et de Coliba- 
cilles y ont été trés chétives. 

Nous nous sommes demandé si l’action inhibitive des filtrats n’était 
pas due simplement 4 un pH quelquefois assez bas, comme dans le fil- 
trat Colibacillaire (pH = 4,8) ou au contraire assez élevé, comme dans 
Je filtrat du Bacille pyocyanique (pH ='8,6). Nous avons fait une 
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contre-épreuve en ensemencant les microbes étudiés en autolysats de 
levure ajustés A ces deux pH. Nous donnons ci-dessous les tableaux de 
ces ensemencements. 

Nous voyons que les microbes s’y développent presque normalement 
et au bout de quarante-huit heures ne se distinguent pas du tube témoin: 

Tous les filtrats que nous avons étudiés sont thermostables et un 
chauffage 4 100° pendant une demi-heure et méme au dela ne leur en- 
léve rien de leurs propriétés inhibitives. Cette thermostabilité avait été 
déja constatée par Besredka et le Prof. G. Ramon. 

Nous parlons d’action antibiotique et non pas seulement d'action 
inhibitive, parce que les filtrats sont absolument inoffensifs pour les 
cellules de l’organisme, nous avons fait de multiples expériences sur 
les animaux : souris, cobayes et lapins. Des doses de plusieurs cm* ont 
été injectées impunément dans le péritoine, les veines ou le rachis. 

L’action des filtrats in vivo dépend de trois facteurs : 

1° Un facteur physique : le filtrat est un liquide hypertonique qui 
agit localement par osmose sur les tissus cedématiés, d’ou. décongestion, 
suivie de décompression des filets nerveux et cessation de la douleur. 

2° Un facteur biologique : l’application locale des filtrats provoque un 
appel de leucocytes, suivi d’une phagocytose intense. 

8° Enfin par leur action bactéricide ou bactériostatique, les filtrats 
aménent une diminution générale en quantité et en espéces micro- 
biennes, ce qui facilite la phagocytose. 

Nous avons suivi d’une maniére trés détaillée et décrit ailleurs 1’ac- 
tion des filtrats dans les infections secondaires des cancers sphacélés 
du col de l’utérus. 

En résumé, les filtrats de cultures de certains microbes pathogénes ayant 
séjourné a l’étuve pendant dix 4 quinze jours (Antivirus de Besredka), 
acquiérent des propriétés antibiotiques non seulement par rapport aux 
microbes qui s’y étaient développés, mais aussi par rapport a d’autres 
microbes tant Gram positifs que Gram négatifs. 

Tout comme le filtrat du Penicillium notatum, les filtrats microbiens 


que nous avons étudiés exercent une action antimicrobienne non spé- 
cifique. 


(1) C. R. Soc. de Chirurgie, 13 février 1929. 
(2) Presse Méd., 27 mars 1929. 

(3) C. R. Soc. Biol., 1929, 104, 341. 

(4) C. R. Soc. Biol., 1929, 104, 343. 


Compte rendu des Journées de Lausanne : 
LE CENTRE OE COLLECTION DE TYPES MICROBIENS 
Présenté par A.-R. PREVOT et A. BONNEFOI. 


Il a été créé 4 Lausanne, sous le patronage de l’Académie suisse des 
Sciences Médicales, un « Centre de Collection de Types Microbiens » 
dont le siége est 4 la Faculté de Médecine, Institut d’Hygiéne et de 
Bactériologie, 19, avenue César-Roux, Lausanne. 
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Cette organisation scientifique a pour but : 

a) De conserver et d’entretenir, soit par elle-méme, soit par l’inter- 
médiaire de ses collaborateurs scientifiques, les différentes variétés de 
types microbiens et d’ultravirus connus ; 

b) De les mettre, sur leur demande, soit directement, soit par l’inter- 
médiaire d’autres Instituts, A la disposition des Instituts scientifiques 
ou universitaires, des laboratoires industriels ou privés qualifiés, des 
travailleurs compétents ; 

c) De dresser et de tenir A jour un catalogue contenant les descrip- 
tions précises et complétes de tous les caractéres des souches micro- 
biennes et des souches d’ultravirus qu’elle posséde ou que possédent ses 
eollaborateurs ; 

d) D’assurer la diffusion aussi large que possible de ce catalogue au- 
prés des spécialistes du monde entier ; 

e) De contribuer et d’aider par tous les moyens en son pouvoir 2 
V’avancement de la science bactériologique plus particuliérement en ce 
qui concerne les problémes posés par l’isolement des bactéries, leur dé- 
termination, la nomenclature bactériologique. 

Le Directeur du Centre est, en principe, le Prof. de Bactériologie en 
exercice 4 ]’Université de Lausanne. Le Directeur est le Prof. Hauduroy. 

Il est assisté d’un Comité directeur et d’un Conseil scientifique. 

Fonctions et composition du Conseil scientifique. —- Le réle des mem- 
bres du Conseil scientifique est d’aider le Comité directeur du Centre a 
atteindre le but pour lequel le Centre est fondé en lui apportant leurs 
connaissances techniques particuliéres et en l’aidant par tous les 
moyens en leur pouvoir. 

Les membres du Conseil scientifique peuvent se grouper en autant 
de commissions qu’ils le jugent nécessaire. 

Lorsque le Comité directeur a 4 prendre une décision sur des ques- 
tions scientifiques ou techniques, il consulte en principe le Conseil 
scientifique ou telle commission désignée par celui-ci. 

Le nombre des membres du Conseil scientifique n’est pas limité. et 
ils peuvent étre choisis parmi les bactériologistes du monde entier. 

Les premiers membres du Conseil scientifique sont désignés par le 
Comité directeur. Les nominations des autres membres sont faites par 
le Comité directeur sur proposition des membres déja nommeés. 

Le président du Conseil scientifique est élu par celui-ci, parmi ses 
membres, pour une durée de deux ans. I] est immédiatement rééligible. 

Le directeur du Centre fait partie de droit du Conseil scientifique. 
Tl en est le secrétaire. 

Réunions du Conseil scientifique des 2, 3 et 4 Mai 1946, a Lausanne, 
— Le Conseil scientifique du Centre de Collection de Types Microbiens, 
réuni A l'Institut d’Hygiéne de Lausanne les 2, 3 et 4 Mai 1946, apres 
un trés large échange de vues a approuvé 4 l’unanimité au cours de 
sa-séance du 3 Mai les résolutions et les recommandations suivantes : 


I. — Commissions. 


Les membres du Conseil scientifique désignent un certain nombre de 


Commissions : 
J. — Bactéries aérobies. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 73, n° 3, 1947. 49 
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Il. — Bactéries anaérobies. 
Ill, — Virus et Rickettsie. Bactériophage. 
IV. — Bactériologie agricole et industrielle 
V. — Protozoologie et spirochétes. 


VI. — Mycologie. 
Les membres de ces Commissions sont les suivants : 


Bactéries aérobies : 


MM. Bonnefoi, chef de service, Institut Pasteur. Paris ; Grasset, Ins- 
titut d’Hygiéne. Genéve ; Hauduroy, Institut d’Hygiéne. Lausanne ; 
Kauffmann, Institut Sérothérapique Danois. Copenhague ; Orskov, Ins- 
titut Sérothérapique Danois. Copenhague ; Saint John Brooks, Insti- 
tut Lister. Elstree, Herts. Londres ; Van Loghem, Institut d’Hygiéne 
Amsterdam. 


Bactéries anaérobies : 

MM. Prévot, Institut Pasteur. Paris ; Schmid, Ecole Vétérinaire. Ber- 
ne ; Zironi, Italie. 

Virus, Rickettssie et Bactériophage : 

MM. Paul Bordet, Institut Pasteur. Bruxelles ; Paul Durand, 
Institut Pasteur. Tunis ; Dekkin, Institut Bactériologie. Amsterdam ; 
Lépine, Institut Pasteur. Paris ; Maggiora-Vergano, Institut Supérieur 
de la Santé. Rome ; Magrou, Institut Pasteur. Paris ; Mooser, Institut 
d’Hygiéne, Zurich ; Olin, Institut Sérothérapique, Stockholm ; Tomc- 
sik, Institut d’Hygitne, Bale. 


Bactériologie agricole et industrielle : 


MM. Bouvier, Institut Vétérinaire. Lausanne ; Buttiaux, Institut Pas- 
teur. Lille ; Dorner, Union laitiére. Lausanne ; Fluckiger, Services Vé- 
térinaires Fédéraux. Berne ; Lemoigne, Paris ; S. Orla-Jensen, Labora- 
toire de Biochimie, Copenhague. — 


Parasitologie et Spirochétes : 


MM. Gaschen, Institut d’Hygiéne, Lausanne ; Gsell, hépital cantonal, 
Saint-Gall ; Lavier, Laboratoire de Parasitologie, Faculté de Médecine, 
Paris ; Penso, Institut Supérieur de la Santé, Rome ; Rodhain, Belgique. 


Mycologie : 

Mlle Westerdijk, Centtralbureau voor Schimmelcultures, Baarn (Hol- 
lande) ; MM. Heim, Laboratoire de Cryptogamie, Muséum d’Histoire 
Naturelle, Paris ; Langeron, Laboratoire de Microbiologie, Faculté de 
Médecine, Paris ; Puntoni, Institut d’Hygiéne, Rome; St. J. Brooks, 
Institut Lister, Elstree, Herts, Angleterre ; Ciferri, Institut Botanique, 
Pavie (Italie). 


Les membres de ces Commissions peuvent s’adjoindre toute autre 
personnalité scientifique dont la présence leur paraitrait nécessaire pour 
mener 4 bien leurs travaux. Ces personnalités pourraient étre appelées 
auprés des Commissions, soit a titre définitif, soit a titre consultatif. Le 
travail de chacune des Commissions consiste A rédiger des modéles de 
fiches pour le catalogue de la Collection de Types Microbiens, chaque 
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Commission étant compétente pour dire ce qui lui parait le plus essen- 
tiel pour Ja diagnose et la reconnaissance de chacun des microorganis- 
mes faisant partie de la Collection. Il est hautement recommandé aux 
membres des Commissions d’entrer en rapports avec les savants posses- 
seurs de souches microbiennes intéressantes, dans leurs propres pays 
et dans les pays voisins, et de leur demander s’ils accepteraient de les 
mettre 4 la disposition du Centre. . 

Afin de faciliter le collationnement des souches microbiennes et le 
travail des Commissions, le Centre de Lausanne est chargé de désigner 
un correspondant dans chaque pays. 


Il. — Caranocur pu Centre vE Conuectrion pe LAuUSANNE. 


Le Conseil scientifique adopte pour le catalogue de la Collection le 
principe des fiches suivant le modéle qui lui a été soumis préalable- 
ment. Les fiches seront rédigées en deux langues : anglais et francais 
(aouble jeu de fiches). 

Deux variétés de fiches seront établies : 

Fiches standard, 

Fiches descriptives des souches. 

Fiche standard : La fiche standard contient la description des espéces 
microbiennes d’aprés les traités classiques. 

Fiches descriptives des souches : La decription de chaque souche est 
faite avec la précision la plus grande autant, bien entendu, que le per- 
mettent nos connaissances actuelles et dans certains cas, les possibilités 
de chaque laboratoire. 

Une partie de chaque fiche est réservée pour permettre aux travail- 
leurs possédant cette fiche d’y ajouter les remarques personnelles. I] est 
hautement recommandé aux rédacteurs des fiches d’indiquer en réfé- 
rence les techniques ayant servi a la recherche des caractéres culturaux, 
biochimiques et biologiques des espéces décrites. Le Conseil scientifi- 
‘que est d’avis que plus les auteurs seront précis dans ce domaine, plus 
ils rendront de services aux travailleurs et plus ils feront faire de pro- 
erés 4 la Science bactériologique. Par exemple, le Conseil recommande 
trés vivement d’indiquer les milieux de culture dont les auteurs se 
servent, l’origine des produits chimiques entrant dans ces milieux, les 
méthodes de dépistage de substances telles que 1’indol, l’acétyl-méthy!- 
carbinol, etc... les milieux de culture dans lesquels se sont développées 
les bactéries au moment ot l’on fait les réactions, l’Age des cultures, 
la température qui a permis leur développement, etc... 

Chaque fiche portera l’origine, l’histoire de la souche, les travaux 
accomplis avec elle, la date de l’examen de ses caractéres, son mode de 
conservation et autres renseignements qui paraitraient utiles. 

Le Conseil ne se dissimule pas que ce travail de précision ne pourra 
pas étre immédiatement au point et qu’i] nécessitera de la part des 
collaborateurs du Centre un effort prolongé. 

Il est bien entendu, d’autre part, que le Conseil scientifique du Cen- 
tre n’a pas a prendre parti et 4 juger de la valeur de telle ou telle tech- 
nique. Ceci est le travail des Congrés internationaux de Microbiologie. 

Le Conseil scientifique recommande aux auteurs qui rédigeront les 
fiches d’utiliser en principe autant que cela leur sera possible, pour 
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désigner les souches, la nomenclature qui a été établie par Ja Société 
des Bactériologistes américains, nomenclature concrétisée dans ]’ou- 
vrage de Bergey. Les auteurs rédigeant les fiches indiqueront a la suite 
de la désignation qu’ils ont choisie, les synonymes existants. 

La direction du Centre établira, en liaison avec les auteurs, des fiches 
particuliéres, sur lesquelles seront énumérés, par ordre alphabétique, 
tous les termes employés dans la désignation des microorganismes. 

D’autre part, quand une souche posséde une désignation particuliére, 
celle-ci sera indiquée entre parenthéses sous le nom d’espéce avec la 
référence du travail original. 

Par exemple : Corynebacterium diphterice (souche Park et Williams, 
n° 8). 

Syn : 

Bst = 

N’est pas = 


Le Conseil décide : 


I. — Que chaque fiche portera en haut et A droite une indication per- 
mettant de faciliter les demandes. -Cette indication sera composée : 

a) De l’une des lettres ou groupe de lettres suivant : 

A = Microbes aérobies. 

An = Microbes anaérobies. 

Vi = Virus, Rickettsiw, Bactériophage. 

I = Bactériologie agricole et industrielle. 

Pr = Protozoologie et spirochétes. 

My = Mycologie. 

b) D’un chiffre qui sera simplement un numéro d’ordre de 1’inscrip- 
tion d’une souche au Catalogue. 

On obtiendra ainsi des indications telles que : 

A-365, My-794, etc... 

Les microorganismes décrits dans le Catalogue étant trés variés (bac- 
téries, virus, champignons microscopiques, protozoaires, etc...), les fi- 
ches ne pourront étre établies sur un modéle toujours semblable, et 
comme il a été dit précédemment, chaque Commission est seule com- 
pétente pour juger des caractéres 4 décrire. Afin de donner au Cata- 
logue un caractére d’uniformité, le Conseil] décide que 1’en-téte des 
fiches sera toujours établie sur le méme modeéle, jusqu’au mot 
« origine » inclus. 


III, — M®&rHopEs DE DETERMINATION DES MICROORGANISMES. 


Le Conseil scientifique estime qu’il n’est pas de son réle de dire 
quelles sont les meilleures techniques de détermination des bactéries. 

Il suggére aux savants travaillant avec le Centre de prendre comme 
base de leurs méthodes de détermination les méthodes publiées par la 
Commission de Standardisation des méthodes dans le « Manual of pure 
Culture Study of Bacteries. H. J. Conn » (Agricultural experiment Sta- 
tion), Geneva, New-York. 

Dans un délai que le Conseil espére aussi rapproché que possible, la 
Société Internationale de Microbiologie pourrait mettre A l’étude ja 
question de l’unification des méthodes de détermination et former 
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dans ce but telle Commission qui lui conviendrait ou en confier les 
études préalables 4 différentes institutions scientifiques. 


IV. — ME&rHODES DE CONSERVATION DES MICROORGANISMES. 


Le Conseil scientifique suggére aux travailleurs d’utiliser, pour la 
conservation des bactéries, l’un quelconque des procédés modernes. Ii 
serait particuliérement intéressant que des comparaisons soient faites 
entre les différents procédés existants. Pour certains microorganimes 
tels que les anaérobies, le Conseil scientifique suggére que des études 
soient entreprises pour découvrir un procédé efficace de conservation. 

Le Centre de Lausanne servira de coordinateur entre les différents 
chercheurs sur ce point particulier. 


VY. — DISTRIBUTION DU CATALOGUE « BULLETIN D’ INFORMATION ». 


Le Conseil décide : 


1° Que le Centre éditera en deux langues (francais-anglais) un « Bul- 
letin d’Information » dans lequel seront réunis tous les renseignements 
sur le « Catalogue », sur l’activité du Centre, etc... 

Ce « Bulletin » sera distribué gratuitement. 

2° Que le Catalogue (fiches) sera distribué gratuitement aux établisse- 
ments dont les directeurs font partie du Conseil scientifique. 

3° Que le Catalogue sera offert aux autres établissements, le prix de 
l’abonnement étant calculé de facon 4 ce qu’il couvre simplement le prix 
de revient et les frais d’envoi. 

4° Que la direction du Centre prendra contact avec les éditeurs, de fa- 
con & faire imprimer le Catalogue sur fiches, dans un pays de langue 
francaise d’une part, dams un pays de langue anglaise d’autre part. 

5° Que dans le Catalogue sur fiches, il est entendu que des fiches 
nouvelles remplaceront les fiches anciennes devenues périmées. 


VI. — Rapports pu CENTRE DE COLLECTION DE LAUSANNE 
AVEC LES AUTRES ORGANISATIONS SEMBLABLES EXISTANT DANS LE MONDE. 


Le Conseil décide d’entrer en rapport avec les organisations sembla- 
bles existant dans le monde. 


Il prie le D™ St. John Brooks de transmettre personnellement les ré- 
solutions de la réunion aux bactériologistes américains. 

Il demande : 

1° Que la Société Internationale de Microbiologie soit informée des 
résolutions prises et ceci par l’intermédiaire du D* St. John Brooks, 
secrétaire de la Commission Internationale permanente de 1l’organisa- 
tion des Congrés. 

2° Que le Prof. Madsen et le Prof. Orskov, organisateurs du prochain 
Congrés international de Microbiologie (Copenhague 1947) soient éga- 
lement officiellement informés des résolutions de la présente réunion. 

Il demande que des pourparlers soient amorcés avec 1]’U.N.E.S.C.0. 
et prie le D™ Biraud, membre du Comité directeur du Centre, de se 
charger de cette mission. 
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VACCINOTHERAPIE ET SEROTHERAPIE 
ANTIGONOCOCCIQUES 


1. — METHODES D’ISOLEMENT ET DIDENTIFICATION 
DU GONOCOQUE 
MILIEUX DE CONSERVATION 


par A. BONNEFOI, J. GRABAR et L. LE MINOR. 


Le probléme qui nous est posé pour la préparation du vaccin anti- 
gonococcique n’est qu’un cas particulier de Ja préparation générale des 
vaccins, 

L’isolement, l’identification et la conservation du gonocoque souleé- 

vent de nombreuses questions. La bibliographie sur ces sujets est trés 
abondante, mais les résultats exposés sont souvent contradictoires, cha- 
que auteur étant attaché a sa méthode, et les buts poursuivis par les 
chercheurs, souvent différents. 
' Dans ce premier travail, nous rapportons simplement la technique 
que nous avons suivie jusqu’’a présent, des recherches sur divers points 
étant en cours. Notre but était d’obtenir un choix le plus varié possible 
de souches fraiches et ces souches, une fois isolées, étudiées et sélec- 
tionnées de les conserver pour la préparation du vaccin antigonococ- 
cique. 

Milieux d’isolement, — L’isolement du gonocoque est un des proble- 
mes gui a suscité le plus de recherches. Les chercheurs se sont ingé- 
niés a modifier les milieux en vue d’un développement plus aisé 
et plus fréquent du germe. Malgré cela, il n’existe pas, pour l’instant, 
de milieu sélectif satisfaisant. 

Nous avons essayé comparativement et longuement les milieux gélosés 
a Vascite, la gélose chocolatée, la gélose au sang, et nous sommes 
arrétés & ce dernier. Le milieu est composé de bouillon de viande gélosé 
a 3 p. 100 de pH 7,4. Ce milieu est liquéfié, puis aprés refroidisse- 
ment vers 50°, coulé en bottes de Petri et additionné stérilement de 
5 p. 100 de sang de mouton défibriné. 

La boite de Petri est portée a 1’étuve 437° pendant vingt-quatre a qua- 
rante-huit heures. La culture se fait soit a l’air libre, soit en atmosphére 
enrichie en CO? et en atmosphére humide. Le procédé usité est trés sim- 
ple : les boites ensemencées sont introduites dans un exsiccateur hermé- 
fique avec une bougie allumée, 

Sur 103 ensemencements en atmosphére ordinaire, nous avons obtenu 
47 cultures positives, soit 45,6 p. 100. Par contre, sur 31 ensemence- 
ments faits sur le méme milieu, mais en atmosphére enrichie en CO?, 
nous avons obtenu 26 cultures positives, soit 83,9 p. 100. 

Identification des germes. — La colonie isolée est repiquée sur gélose 
ascite. Le passage du germe isolé sur gélose au sang, A la gélose ascite 
se fait trés aisément. Le milieu est du bouillon de viande gélosé a 
3 p. 100 de pH 7,4 additionné d’un tiers de son volume d’ascite stérile. 


———— 
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L’ascite étant devenue, ces derniéres années, trés difficile A se 
procurer, nous avons usé aussi comme milieu de repiquage d’un milieu 
gélosé 4 l’extrait globulaire. 

On mélange & volume égal des caillots de sang de cheval écrasés et 
passés sur tamis et de l’eau physiologique. Le tout est mis au bain- 
marie & 80° pendant une heure en agitant constamment ; on filtre sur 
papier Laurent puis sur bougie F. On recueille stérilement. 

La_gélose 4 3 p. 100 est fondue, puis, lorsque la température est 
redescendue autour de 50°, on ajoute stérilement 5 p. 100 de cet 
extrait. 

I] nous a donné de bons résultats pour le repiquage des germes et 
pour la préparation, en grand, des vaccins, car les cultures obtenues 
sont abondantes ; mais il s’est avéré inférieur a la gélose ascite pour 
Ventretien des souches. 

Examen morphologique du microbe. — Le gonocoque est un diploco- 
que Gram négatif. Nous n’avons jamais observé, méme sur des souches 
anciennes (dont l’isolement remonte pour certaines 4 vingt ans) la 
transformation du germe Gram négatif en Gram positif décrite par cer- 
tains : 


Sur gélose au sang. — Les colonies sont plates, rondes, brillantes, de 
dimensions variables. 
Sur gélose ascite. — Dés la vingt-quatriéme heure 4 37°, apparais- 


sent de petites colonies punctiformes, ]égérement visqueuses, grisdtres, 
transparentes qui s’étendent ensuite, et vers le troisitme, quatriéme 
jour, ont la dimension d’une téte d’épingle. Les bords sont légérement 
dentelés, la surface est hémisphérique et le centre devient semi-opaque 
ou méme opaque. 3 

Réactions biochimiques. — Le germe est ensemencé sur gélose ascite 
additionnée de différents sucres et d’un indicateur de pH, la teinture 
de tournesol, ou mieux, le bleu de bromothymol. 

Les glucides utilisés sont les suivants : 

Glucose, maltose, lactose et saccharose. 

Seul le glucose est attaqué par le gonocoque avec acidification du 
milieu, Les souches retenues pour la préparation des vaccins doivent 
posséder cette propriété. 

Test de Mac Leod [5]. — Il a été expérimenté pour un certain nom- 
bre de souches déja isolées. 

La surface du milieu est recouverte d’une solution aqueuse a 0,1 
pour cent de chlorhydrate de diméthyl (ou tétraméthyl) paraphényléne 
diamine. Les colonies de gonocoque sur ce milieu acquiérent une teinte 
rouge qui vire ultérieurement au brun, puis au noir. 

Test d’agglutination. — Nous avons préparé des sérums agglutinants 
polyvalents par injection au lapin, d’un mélange de souches anciennes 
et de souches fraichement isolées, vivantes. 

Ces sérums nous ont permis de constater l’agglutination de toutes 
nos souches. 

L’agglutination des souches par les immunsérums a été éprouvée, Soit 
sur lame, soit a l’étuve a 37° (deux heures de séjour) avec des dilutions 
croissantes de sérum, soit par centrifugation [4]. Ce dernier procédé 
offre l’avantage, tout en étant aussi précis, d’étre plus rapide. Il est 
absolument nécessaire de faire des tubes témoins, certaines souches de 
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gonocoque s’agglutinant spontanément dans l’eau physiologique ou 
dans un sérum normal. 

L’épreuve de la fixation du complément a été aussi utilisée, selon 
la technique de Calmette et Massol. 

L’emploi de tels s¢érums polyvalents nous a évilé certains échecs. 

Depuis les travaux de Casper [2], de Tulloch [7], il est admis que les 
gonocogues peuvent étre classés par 1’étude de leurs caractéres séro- 
logiques, en plusieurs groupes. Nous reviendrons plus tard sur ce sujet. 
Disons simplement ici qu’il existerait une différence antigénique et, 
par conséquent, sérologique, entre les souches récemment isolées et les 
souches de collection, aussi bien qu’entre les souches isolées de blen- 
norragie aigué et celles isolées de cas chroniques. Ces immunsérums 
préparés a partir d’une seule souche risquent donc d’étre défaillants 
dans un certain nombre de cas. Les sérums préparés 4 partir de souches 
fraichement isolées, agglutineraient les souches isolées de blennor- 
ragie aigué ; les germes provenant de cas chroniques seraient agglutinés 
par des sérums préparés avec des souches de collection. 

Les travaux de Casper [3], de Boor et Miller [1] expliquent les défail- 
lances souvent mentionnées de l’agglutination. Le gonocoque apparait 
comme un germe ow la dissociation des souches se produit rapidement : 
le choix des milieux de conservation présente donc un intérét capital. 

Milieux de conservation. — Les souches ont été repiquées sur diffé- 
rents milieux afin de rechercher celui qui serait le plus favorable a la 
conservation des caractéres morphologiques et antigéniques des souches. 

Les milieux utilisés furent : gélose ascite, gélose au sang, gélose au 
sang chocolaté, gélose 4 ]’extrait globulaire. Les cultures aprés vingt- 
quatre heures de séjour a l’étuve 4 37° furent réparties en deux lots, le 
premier conservé 4 ]’étuve 4 37°, le second a la température du labo- 
ratoire. 

C’est le milieu au bouillon gélosé & 0,2 p. 100 additionné d’un 
tiers de son volume d’ascite, ou « semi liquide » conservé a la tempé- 
rature de 37° qui nous a permis de conserver notre collection avec un 
repiquage mensuel, dans les conditions les plus favorables. 

Remarques. — I. Parmi les souches isolées de cas cliniques typi- 
ques et possédant les caractéres du gonocoque, certaines présentent dés 
Jeur isolement certaines particularités : de telles souches au lieu de don- 
ner sur les préparations colorées, des diplocoques uniformément colo- 
rés en rouge, présentent des formes de taille normale, mais ayant pris 
faiblement le colorant, et des formes plus volumineuses qui sont hyper- 
colorées. D’aprés Palazzoli, ces derniéres seraient des formes de résis- 
tance. 

Cette affinité tinctoriale particuliére nous permet de dire si une souche 
sera viable ou non. De plus, son apparition chez une souche qui, jus- 
qu’alors, était normale, nous met en garde. Les milieux de cultures 
sont vérifiés & nouveau et un passage sur gélose au sang est effectué. 

TU. Parmi les 70 souches isolées en 1945 de cas de blennorragie cli- 
niquement atypique, trois d’entre elles présentérent des caractéres aty- 
piques, Nous pensons utile d’exposer en détail Whistoire d’une de ces 
souches. 

Souche Ric... le prélévement de pus uréthral est effectué Je 23 octobre 
1945 et ensemencé sur gélose sang. L’examen de la culture révele des 
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colonies typiques de diplocoques Gram négatifs ; la souche est repiquée 
sur les différents milieux sucrés le 29 : action douteuse sur le glucose. 
Un immunsérum de lapin agglutine la souche. 

Le 8 janvier, l’observation de cette souche révéle l’existence de ba- 
cille Gram négatif mélangé aux diplocoques. Craignant une contamina- 
tion, un nouvel isolement est effectué sur gélose sang. Il y a coexistence 
des formes bacillaires et des diplocoques, coexistence qui persistera 
malgré les isolements. 

Les milieux sucrés sont éprouvés = résultat négatif ; la réaction de 
Mac Leod est douteuse. 

Le 19 juin, nous faisons des ensemencements & partir d’un seul 
germe (1) : d’une part diplocoque, d’autre part bacille. Les cultures exa- 
minées aprés vingt-quatre heures d’étuve ne révélent que des diploco- 
ques, mais aprés quarante-huit heures, les formes bacillaires apparais- 
sent, bacilles incurvés, donnant a la préparation un aspect polymorphe. 
Plusieurs ensemencements, 4 partir d’un seul microbe, aboutissent aux 
mémes résultats. 

Les colonies sont agglutinées par les sérums antigonococciques, mais 
il existe aussi une autoagglutination dans l’eau physiologique et dans 
le sérum normal. 

Le diagnostic de « gonocoque » pour ce germe s’appuie seulement sur 
le fait que la souche fut isolée d’une blennorragie aigué, avec un exa- 
men direct positif, et des subcultures oti il n’y avait que des diploco- 
ques Gram négatifs ; les autres caractéres (fermentations sucrées, agglu- 
tination) sont négatifs. Nous ne saurions affirmativement le classer par- 
moi les gonocoques. 

Conclusions. — Le gonocoque, lors de son isolement, est un diploco- 
que Gram négatif ; nous n’avons jamais vu le germe acquérir la pro- 
priété de prendre le Gram. 

Des milieux dont nous nous sommes servis, le plus favorable pour 
l’isolement est la gélose au sang, sur boite de Pétri, en atmosphére de 
CO2. Le milieu de conservation qui nous a donné les meilleurs résultats 
est la gélose ascite semi-liquide, 4 0,2 p. 100 de gélose. 

Les gonocoques typiques possédent tous la propriété de fermenter 
le glucose, et sont agglutinés par les immunsérums polyvalents, en 
tubes. L’agglutination sur lame, trés rapide, est positive, si l’on dispose 
de sérums fortement agglutinants. 

Le test de Mac Leod parait étre d’une aide appréciable pour le dia- 
gnostic pratique du gonocoque, malheureusement, nous n’avons pu 
l’utiliser systématiquement, faute de réactifs. 


(Institut Pasteur, Service des vaccins.) 
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LES VARIETES DE « COLIFORMES » 
DANS LEURS RAPPORTS 
AVEC L’HYGIENE DES ALIMENTS 


par J. BRISOU et E. MAGROU. 


Les coliformes [Bread et Norton, 1937 (1)] englobent 4 l*heure 
actuelle la totalité de la tribu des Escherichie ou « Entérobactéries Lac- 
toses franchement positives ».On en distingue trois genres : Escherichia, 
Aerobacter et Klebsiella, que les 4 tests cardinaux suivants permettent 
de différencier ; 4 savoir : la recherche de |’Indol, la mesure du pH 
par le rouge de méthyle, aprés culture en milieu glucosé-phosphaté, la 
recherche de l’acétyl-méthyl carbinol, et enfin Ja culture sur milicu 
synthétique au _ citrate de soude de Koser-Simons. Le vocable mnémotech- 
nique : « Imvic » résume ces 4 tests : (I=indol, M=méthyl-red, V= 
réaction de Vosges Proskauer, IC=Citrate.) Dés leurs premiéres études, 
les hygiénistes et les bactériologistes ont cherché a différencier les 
coliformes d’origine fécale des autres coliformes isolés des végétaux 
ou d’animaux divers. Les premiers seuls étaient considérés comme dan- 
gereux, on estimait les seconds comme de simples saprophytes ; leur 
présence dans une eau de boisson ou des aliments n’entrainait que des 
mesures secondaires. Aprés les longues recherches de Winslow (1916), 
Escherichia coli fut définitivement admis comme le représentant de 
Vespéce fécale des coliformes, et Aerobacter comme un saprophyte banal. 
L’historique du probléme se continue par les recherches de Clark, Lub, 
Rogers, Davis, Evans, Mac Conkey, Eijkman, etc., qui tour 4 tour pro- 
posérent de dépister les coliformes d’origine fécale par des tests variés 
maintenant classiques qu’il serait superflu de rappeler ici. 

On persiste 4 l’heure actuelle & vouloir apprécier ]’origine des coli- 
formes par ces tests. C’est une contribution aux discussions que souléve 
encore cette question que nous apportons ici. Nous résumons briéve- 
ment les résultats de 150 analyses d’excreta et de produits pathologiques 
d’origine humaine. 

Technique. — Nos identifications sont basées sur ?IMVIC. Nous avons 
le plus souvent poursuivi les analyses par des examens plus complets en 
nous adressant & laction sur la gélatine, la formation d’H,S, l’action sur 
les hydrates de carbone, l'étude de la constitution antigénique, dans le but 
de déterminer la variété des espéces diagnostiquées. 

Les identifications sérologiques ont été faites au moyen des sérums spé 


(1) Brean et Norton, Amer. J. Publ. Hlth., 1937, 27, 560. 
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cifiques du laboratoire des standards d’Oxford et ceux de l'Institut Pasteur 
de Paris. 


Produits analysés : selles d’entérites aigués, syndromes dysentéri- 
formes, selles de convalescents d’infections typho-paratyphoidiques : 96. 

Urines au cours de syndromes urinaires : 49. 

Hémocultures : 2. 

Pus d’abcés ou de fistules : 3. 

Raat etard — Sur 150 nous avons retenu 63 coliformes dont voici Ja répar- 
tition: 

Escherichia coli : 37; soit environ 58,8 p. 100. 

Aerobacter aerog. : 21, soit environ 33,3 p. 100. 

Aerobacter cloac. : 2, soit environ 3,17 p. 100. 

« Intermediate » : 2, soit environ 3,17 p. 100. 

Klebs. pneum. : 1, soit environ 1,5 p. 100. 

Discussion : Ces résultats montrent que sur 63 coliformes isolés de 
sujets malades atteints d’entérite aigué, de syndromes urinaires, de sep- 
licémies, ou chez des convalescents de typhoide et de paratyphoide, nous 
avons pu isoler les représentants de trois grands genres de coliformes : 
Escherichia, Aerobacter, Klebsiella, Escherichia coli reste évidemment le 
genre dominant, mais les autres présentent cependant un tolal de 41,14 
p. 100, chiffre qui est loin d’étre négligeable. 

Ajoutons en outre que beaucoup de coliformes possédaient des fac- 
teurs O communs avec les salmonelles. Les facteurs VI, VII (Paratypho- 
sus C), IX (S. typhi), IV et V (Paratyphosus B) ont été les plus fréquem- 
ment rencontrés. Nous avons également mis en évidence le facteur Vi 
chez plusieurs échantillons, et cela aussi bien chez Escherichia que 
chez Aerobacter. 

Conclusions : Nous nous croyons donc autorisés 4 mettre tous les 
coliformes sur le méme plan épidémiologique. Tous peuvent étre con- 
sidérés comme indices de contamination humaine récente si on les ren- 
contre dans une eau de boisson ou tout autre alimeiit. 

Les études de Kauffmann et de son collaborateur G. Valhne [1945] (2) 
viennent du reste confirmer cette opinion. G. Valhne propose une clas- 
sification sérologique des coliformes basée sur l’étude des antigénes O, 
H et K (capsulaires). Au cours de son étude, il précise qu’il n’y a pas de 
relation entre les caractéres biochimiques des coliformes et leur cons- 
titution antigénique. Un Escherichia et un Aerobacter peuvent parfaite- 
ment rentrer dans ke méme groupe sérologique. Le pouvoir pathogéne 
semble davantage lié A la puissance hémolytique du germe et a sa mo- 
saique antigéne. 

« Tant que l’on n’aura pas trouvé de tests précis, dit Tanner (8), per- 
mettant de distinguer un coliforme fécal d’un coliforme banal du sol, 
om ne pourra sur ce sujet porter aucune opinion définitive. » Nous 
nous rallions entiérement a cet avis, ce n’est pas 1’ « Imvic » qui peut a 
Vheure actuelle donner la solution du probléme, il n’offre pas suffisam- 
ment de garanties a l’hygiéniste. 


(Hépital Maritime Sidi-Abdallah, Tunisie.) 


(2) G. Vatune, Act. Path. Med. Scandin., Suppl. 1945. 
(3) Tanver. Microbiology of Foods, 1944, Garrard Press (Illinois). 
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SUR LA VALEUR DIAGNOSTIQUE 
DE L’'AGGLUTINATION Vi 
DANS LES INFECTIONS TYPHO-PARATYPHOIDIQUES 


par J. BRISOU et E. MAGROU, 


Depuis quelques années, la recherche des agglutinines Vi vient com- 
pléter le séro-diagnostic qualificatif préconisé par Felix et son école 
depuis 1936. 

Felix, Bhatnagar, Lewin, Silberstein, etc... l’ont tour 4 tour recom- 
mandée chez les sujets suspects de fiévre typhoide, pour le contrdéle des 
convalescents, pour le dépistage des porteurs de germes ; Bhatnagar 
lui accorda en 1944 une certaine valeur pronostique. 

Nous nous bornerons dans cette note & la seule valeur diagnostique 
des agglutinines Vi. 

Technique : Technique classique de Felix (1), c’est-a-dire : Suspension 
formolée 4 0,2 p. 100 en solution tampon de la souche Ty. Watson. 

Densité de Ja suspension : 800 millions de germes au centimétre cube. 

Dilutions faibles de sérum suspect en progression géométrique de 
raison 2 partant de 1/4 et allant en général jusqu’A 1/64 ou 1/128. 

Etuve 4 37° : deux heures. 

Température du laboratoire : vingt heures. 

Appréciation du taux final 4 la loupe. 

Résultats : Nos observations ont porté sur 64 sujets suivis clinique- 
ment et sérologiquement. Elles se résument ainsi : 


FIRVRES TYPHOIDES | PARATYPHOIDES A ou B 


CAS 
confirmées 


; i a. ~ ._-_| indéterminés 
bactériologiquement | Vaccinés |Non vaccinés 


Agglutination Vi+ . 37 
Agglutination Vi— . 2 


“10 
o 
> 


Nous voyons donc que : 

1° Sur 89 typhoides confirmées, l’agglutination Vi fut positive 387 
fois, soit dans 94 p. 100 des cas ; et négative 2 fois, soit dans 5,4 p. 100. 

2° Chez les sujets atteints de paratyphoide, il faut distinguer : 

a) Les vaccinés au T.A.B. chauffé, chez lesquels 1’épreuve fut 9 fois 
‘positive sur 16 cas (56 p. 100). 

b) Les non vaccinés chez lesquels elle ne se manifesta jamais. 

3° Dans les 4 cas notés comme indéterminés, il s’agissait de sujets 


(1) Feuix, J. Hyg., 1938, 38, 760. 
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vaccinés au T. A. B. chauffé, dont les sérums furent testés dans le but 
de déceler des porteurs de germes en milieu épidémique. Malgré Vag- 
glutination Vi positive, nous n’avons pu mettre aucun germe en éyi- 
dence (milieux d’enrichissement et sélectifs variés : Muller, SS, Wilson- 
Blair, Leifson, etc.). Peut-étre edt-il fallu pratiquer une analyse du 
liquide duodénal recueilli par tubage gastrique, mais l’épreuve est dif- 
ficile & faire accepter 4 des sujets bien portants. 

Tels sont les faits. If en résulte que la recherche des agglutinines Vi 
est une épreuve parfois utile pour poser le diagnostic de fiévre typhcide, 
puisque nous l’avons trouvée positive dans 94 p. 100 des cas. Cepen- 
dant nous devons formuler quelques réserves sur les techniques actuel- 
lement employées. La souche Watson est caractérisée par une structure 
antigénique compléte : H,O et Vi. La technique d’agglutination em- 
ployée ne doit pas permettre, en principe, ]’apparition des agglutinines 
O et H. Nous conseillons toutefois sur ce chapitre la plus grande piu- 
dence. Certaines agglutinations se présentent sous un aspect un pcu 
différent de l’agglutination Vi typique et peuvent aussi bien apparte- 
nir au type O et plus rarement au type H. Il faut dire que nous avons 
toujours pratiqué nos recherches d’agglutinines Vi parallélernent a 
celles des agglutinations Vi positives 14 ot les aggutinines O et H ne se 
manifestaient pas, et vice-versa. Certains auteurs conseillent évidem- 
ment de pratiquer des saturations d’agglutinines O et H dans le sérun 
suspect avant de rechercher les agglutinations Vi ; mais nous vortons 
1a du domaine clinique qui doit essentiellement viser 4 la simplicité. 

Les agglutinines Vi peuvent apparaitre précocement dans le serum 
du malade (1* septembre) ou tardivement (8, 4 septembre). Bhat- 
nagar (2) a tiré des conclusions pronostiques de cette irrégularité. 
Nous n’avons pu Jes confirmer entiérement. 

Les cas ou l’épreuve se montre constamment négative sont 14res. 
Chez les vaccinés, ]’interprétation de l’agglutination Vi devient délicate 
analogue A l’interprétation des agglutinines O et H dont il importe 
de suivre la montée par des examens en série. L’épreuve perd en outre 
une grande partie de sa spécificité. 

Ces faits autorisent néanmoins a préconiser la recherche des agglu- 
tinines Vi parallélement aux anticorps O et H. On complete ainsi vti- 
lement le séro-diagnostic qualificatif des infections typho-paratyphoidi- 
ques, surtout lorsque les agglutinines O et H ne se manifestent pas 
encore ou ne se manifestent plus. 


(Hépital Maritime de Sidi-Abdaliah.) 


(2) Buarnacar, Brit. med, J., 1944, 413. 
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Séance du 410 octobre 1946. 


Présidence de M. NEGRE.- 


COMMUNICATIONS 


ACTION NEGATIVE, SUR LE VIRUS 
DE LA MOSAIQUE DU TABAC, DE LA PENICILLINE 
ET DU PRONTOSIL 
par P. MANIL. 


Au cours d’essais antéricurs, non publiés, nous avons observé 
Vaction négative, in vitro et in vivo, du prontosil sur les agents de 
la mosaique du tabac et de la nécrose de la méme plante (Nicotiana 
Virus 1 et 11 de K. M. Smith). 

Nous avons repris ces essais, et essayé, en plus, de mettre en évi- 
dence une action éventuelle de la pénicilline. Nous n’avons expéri- 
menté ici que le virus de la mosaique du tabac, et.les « plantes tests » 
furent Datura stramonium et Nicotiana glutinosa, sur lesquelles, 
comme on le sait, le virus en cause produit des lésions locales que 
lon peut aisément identifier et, éventuellement, dénombrer. 

Une expérimentation préalable nous a montré que le prontosil et 
la pénicilline étaient rapidement absorbés par les tissus végétaux et 
y demeuraient un certain temps, suffisant en tous cas pour la bonne 
marche des essais. 

En ce qui concerne le prontosil, la teinte vineuse, prise par les 
feuilles et subsistant plusieurs jours, sans dommage apparent pour 
la plante, constitue une indication suffisante. 

Quant a la pénicilline, nous avons utilisé la méthode de Heatley, 
sur le jus de broyage, non dilué et dilué au 1/10, de feuilles prélevées 
a divers niveaux. 

Le traitement des plantes par le sulfamide ou la pénicilline s’effec- 
tuait trés simplement de la maniére suivante : les plantes, en pots, 
étaient laissées vingt-quatre heures sans arrosage, puis, aprés ce temps, 
la solution de sulfamide ou de pénicilline était versée dans de petits 
godets de plastiline, de 2 4 3 cm® de capacité, moulés autour de la 
tige, 4 10 cm. de la surface du pot. La tige était ensuite percée die 
part en part, selon 3 diamétres, 4 l’intérieur du liquide, au moyen 
d’une grosse aiguille 4 dissection. Dans ces conditions, l’absorption 
s‘cffectuait rapidement : au bout de deux a trois heures, par exemple, 
les plantes trailées de prontosil montraient le changement de teinte 
caractéristique. 

Voici le détail des essais réalisés : 

Essar n° 1, — Plante test : Datura stramonium. ‘ 

Six plantes de Datura, de 35 cm. de hauteur, et portant chacune 6 feuilles 
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ae développées (les autres ayant été éliminées) furent traitées comme 
suit : 

a) Plante n° 1 : traitement A la pénicilline, comme indiqué ci-dessus. 
pinptot @une solution de pénicillne (marque Parke, Davis et Ci) a 

4.000 unités par centimétre cube. En six heures, la plante a absorbé 
environ 6.000 unités. 

Aprés ce temps, inoculation de virus : badigeonnage de toute la sur- 
ee sa feuilles, au moyen d’une solution de protéine-virus purifiée, a 
Oe p: : 

b) Plante n° 2 : traitée comme la plante n° 1. 

c) Plante n° 3 : traitée comme la plante n° 1, sauf une deuxiéme appli- 
cation de pénicilline, vingt-quatre heures aprés Yinoculation du virus. 

d) Plante n° 4 : traitée & la pénicilline comme la plante n° 1, sans inocu- 
lation du virus (témoin). 

e) Plante n° 5 : inoculée de virus sans traitement a la pénicilline (témoin). 

{) Plante n° 6 : Traitée au prontosil, puis, aprés six heures, inoculée 
au moyen du virus. En six heures, la plante avait absorbé environ 30 a 
40 mg. de prontosil. 

Résultais : Apparition et développement identiques des lésions, sur toutes 
les plantes inoculées de virus. 

L’examen d’extraits de feuilles des plantes 1 et 2, par la méthode de 
Heatley, quarante-huit heures aprés le traitement 4 la pénicilline, décela 
la présence en quantité encore notable, de l’antibiotique. Un essai témoin 
était réalisé au moyen d’extrait de plante non traitée. Les extraits de 
plantes traitées contenaient encore au moins 10 a 20 unités par centimétre 
cube. 

Aucune action toxique décelable de la pénicilline ou du prontosil, sur 
les plantes. 


Essar n° 2, — Plante test : Nicotiana glutinosa. 

La plante utilisée avait 25 cm. de hauteur, et portait 6 feuilles bien déve- 
loppées, de 8 & 10 cm. de longueur. 

Toutes les feuilles furent badigeonnées au moyen de la solution de 
protéine-virus, sur toute leur surface. 

Immédiatement aprés cette opération, toutes les demi-feuilles de gauche 
furent traitées par une solution de pénicilline A 5.000 unités par centi- 
métre cube. Ce traitement fut répété deux fois, A vingt-quatre heures 
dintervalle. | 

Résultats : Apparition et développement identiques des lésions sur les 
demi-feuilles traitées 4 la pénicilline et sur les demi-feuilles non traiiées. 
Aucune action toxique notable de la pénicilline sur la plante. 

Essar n° 3. — Plante test : Nicotiana glutinosa (voir essai n° 2). 

a) Inoculation, comme indiqué plus loin, dun mélange préalable de 
pénicilline et de protéine-virus (10.000 unités de pénicilline plus 2,5 mg. 
de virus ; volume total du mélange : 4 cm). 

‘Durée de contact avant Vinoculation A Ja plante : trois heures. 

b) Inoculation, comme indiqué plus loin, dun mélange’ préalable de 
prontosil et de protéine-virus (50 mg. de prontosil plus 2,5 mg. de virus ;. 
volume total du mélange : 4 cm%). 

Durée de contact : comme ci-dessus, c’est-a-dire trois heures. 

Toutes les demi-feuilles de droite furent inoculées au moyen d’une solu- 
tion Aa 0,625 mg. de protéine-virus. 

Trois demi-feuilles de gauche furent traitées par le mélange pénicilline- 
virus et trois autres demi-feuilles, de gauche également par le mélange 
prontosil-virus. 

Résultats : Apparition et développement identiques des lésions sur 
toutes les demi-feuilles, traitées ou non par le prontosil ou la pénicilline. 


i 
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Essar no 4. — Plante test : Datura siramonium (voir essai n° 1). 

En vue de provoquer l’absorption rapide et abondante de pénicilline, 
par la plante, nous avons sectionné des plants de Datura, 4 quelques cen- 
timétres du collet, et introduit la base des tiges dans des tubes a essais 
contenant, soit 10 cm d’eau de conduite, soit 10 em’ d'une solution de 
pénicilline A 2.000 unités par centimétre cube. Deux plantes furent ainsi 
traitées par la pénicilline ; deux autres plantes, servant de témoin, furent 
traitées par Veau. 

Dés que tout le liquide des tubes fut absorbé — aprés cing heures en 
moyenne — toutes les feuilles furent inoculées de protéine-virus, et les 
tiges introduites dans des fioles d’Erlenmeyer contenant une solution a 
1 p. 100 de nitrate de soude et 40,5 p. 100 de sulfate de Mg. 

Résultats : Aprés soixante-douze heures, apparition des lésions caracté- 
ristiques sur les plantes traitées comme sur les plantes témoins. 

Essar n° 5. — Plante test : Nicotiana glutinosa. 

Une plante de 25 cm. de hauteur, portant 6 feuilles bien développées, 
fut traitée pendant vingt-quatre heures, au prontosil, par la. méthode des 
codets de plastiline. Toutes les feuilles avaient pris une teinte vineuse. 

La plante fut ensuite inoculée de virus, sur chaque demi-feuille de 
gauche ; les demi-feuilles de droite devant servir ultérieurement, en cas 
de résultat positif, & apprécier la durée d’action du sulfamide. 

Résultats : Les lésions apparurent: normalement. 

Essar n° 6, — Plante test : Datura stramonium. 

Deux plantes furent sectionnées & quelques centimetres du collet, et 
les extrémités des tiges introduites dans des petits godets contenant l’une 
du sérum anti-mosaique du tabac, Vautre du sérum anti-tabac normal. 
Les sérums étaient dilués dix fois, en eau physiologique. 

Quand les tiges eurent absorbé environ 10 cm% de liquide, elles furent 
inoculées de virus, et introduites, comme pour l’essai n° 4, dans une solu- 
tion a 1 p. 100 de nitrate de soude et 4 0,5 p. 100 de MgSO4, 

Résuliats : Négatifs également. 

Il est A noter néanmoins que le sérum dont nous disposions datait de 
deux ans, et ne donnait plus qu’un faible précipité avec le protéine-virus. 
L’essai n° 6 sera repris ultérieurement avec du sérum plus actif. 

Rappelons ici que nous avons obtenu autrefois, au moyen de sérum 
spécifique, une immunisation nette, bien que temporaire, du tabac 
contre ]’infection par B. tabacum Wolf et Foster. 

Conclusions : Dans les conditions de l’expérimentation, ni le pron- 
tosil, ni la pénicilline n’immunisent Nicotiana glutinosa et Datura 
stramonium contre ]’infection par le virus de la mosaique ordinaire 
du tabac. 

Les deux substances sont rapidement et abondamment absorbées 
par les plantes en cause. Elles n’y provoquent aucun dommage 
apparent. 

Nous comptons reprendre ultérieurement ces essais avec d’autres 
virus, ainsi qu’avec des sérums spécifiques trés actifs. 

Nous pensons que, s’i] était possible, grace 4 une substance étran- 
gére tolérée par la plante, d’inhiber dans les tissus de celle-ci la mul- 
tiplication d’un virus inoculé expérimentalement — voire de détruire 
celui-ci —, la chose pourrait étre lourde de signification. Jusqu’a 
présent, nos résultats furent malheureusement négatifs. 


(Institut Agronomique de l’Etat, Gembloux [Belgique].) 


Le Gérant : G. Masson. 
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